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Magistrsko delo obravnava agregacijo koloidov v vodnih raztopinah pod vplivom
različnih interakcijskih parskih potencialov kot efektivnega modela za agregacijo
proteinov. Opisan je razvoj numerične metode za modeliranje kinetike in dina-
mike agregacije na osnovi programske opreme KAPSEL in rezultati simulacij, ki
smo jih izvedli s to opremo. Postopek simulacije temelji na numeričnem reševanju
Navier-Stokesove enačbe z metodo gladkega profila, ki mu je v vsakem koraku dodan
naključen termični šum in vpliv interakcijske sile med delci.
Simulirali smo agregacijo koloidov velikosti od 1 nm do 1000 nm, med katerimi
deluje privlačna van der Waalsova interakcija (1/r6), Londonove disperzijske sile
med makroskopskimi telesi (1/r) in hidrofobna interakcija (e−r/d), za različne števil-
ske gostote sistemov in različna razmerja moči interakcij v primerjavi s termičnim
šumom. Kot osrednji rezultat študija agregacije ugotovimo, da sta kinetika in dina-
mika agregacije pogojeni s termodinamskim pogojem za nastanek agregacije, ki ga
pogojuje razmerje med močjo interakcije in termičnim šumom (ϵ/kbT ), manj pa s
samo obliko potencialov in njihovim dosegom. Ko je razmerje med močjo interakcije
in termičnim šumom večje ali enako okvirno 2, opazimo stabilen proces agregacije.
Pri zviševanju tega razmerja ostane kinetika agregacije kvalitativno nespremenjena.
Prav tako je bila kinetika agregacije efektivno kvalitativno neodvisna od gostote sis-
tema. Kinetika agregacije je tako osrednje odvisna od gibljivosti molekul v raztopini,
ki je neposredno povezana s temperaturo in izpolnjenim termodinamskim pogojem
za nastanek agregatov.




The master thesis focuses on aggregation of colloidal solutions with different inte-
ractional pair potentials, as an effective coarse grain approximation for aggregation
of proteins. We use numerical based method for the simulation of kinetics and
dynamics of colloidal aggregation based on open-source program KAPSEL. The si-
mulation solves Navier-Stokes equation for fluid flow using smooth profile method
with addition of a random thermal noise and influence of interaction forces between
the colloidal particles.
We simulate aggregation of colloids in size range of 1 nm-1000 nm which interact
with either van der Waals (1/r6), London dispersion force between macroscopic
objects (1/r) or hydrophobic interaction (e−r/d). Also we explore the role of different
particle density and different ratios of interactions strength against thermal noise. As
the main result of the study of aggregation we have observed, that the kinetics and
dynamics of colloidal aggregation depend primarily on the ratio between the strength
of inter-particle interaction and thermal noise (ϵ/kbT ) and less on the exact form and
range of interactional potentials. When the ratio ϵ/kbT is greater or equals roughly
2, stable process of aggregation is observed. By increasing this ratio, the kinetics
of aggregation qualitatively does not change and is qualitatively similar also for
different particle densities of the system tested. Finally we show that aggregation of
colloids in solutions depends primarily on their ability to explore space -i.e. effective
Brownian motion-being directly connected with the temperature and fulfilment of
thermodynamical condition for emergence of aggregates.
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6.1 Vpeljava hidrofobnega potenciala in primerjava z Lennard-Jonesovim
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6.1 Primerjava Lennard-Jonesovega potenciala s potencama 12 in 6 s Hama-




Z modro barvo je predstavljen Lennard-Jonesov potencial, z rjavo −σ/r
potencial in z vijolično barvo −e−(
r
σ
−1). Pri istem predfaktorju sta mi-
nimum in doseg Lennard-Jonesovega potencila precej manjša. Preostala
dva potenciala imata praktično enako globok minimun, vendar pa je doseg
hidrofobne interakcije manjši. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 70
6.2 Potencial hidrofobne interakcije oblike W = 2γi(Ae−kf(
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pri različnih konstantah k. Pri vseh grafih na sliki sta A = 100 f = 1,
potenciali s k = 30, 50, 100, pa so predstavljeni z rjavo, vijolično in modro




Razumevanje agregacije proteinov je pomemben problem v moderni znanosti [1].
Je del običajnega delovanja narave, vendar pa raziskovanje tega procesa motivi-
rajo danes predvsem negativne posledice saj agregacijo proteinov, kot so amiloid-β,
poliglutaminske, α-sinukleinskem in prioni namreč pogosto povezujejo z nevrodege-
nerativnimi motnjami [2], [3], [4]. Del farmacevtske industrije, ki se v tem trenutku
najbolj razvija, pripada razvoju bioloških oz. biotehnoloških zdravil [5], [6]. Splošna
razlika med klasičnimi oz. konservativnimi in biotehnološkimi zdravili je v količini
in tudi velikosti aktivne snovi. Na primer zelo znano zdravilno učinkovino, acetil-
salicilno kislino, ki je aktivna snov zdravila Aspirin farmacevtskega podjetja Bayer
Pharmaceutics, sestavlja 21 atomov z molekulsko maso 180 g/mol. Po drugi strani
pa so znani predstavniki biotehnoloških zdravil, protitelesa tipa IgG, sestavljeni iz
približno 200 000 atomov z molekulsko maso nad 18 000 kg/mol. Meje, ki določajo
molekulo kot protein niso točno določene in se razlikujejo od literature do litera-
ture. V tej magistrski nalogi bomo uporabljali izraz protein za makromolekulo z
molekulsko maso nad 10 000 daltonov (en Dalton ustreza masi enega atoma vodika)
[7]. Slika 1.1 prikazuje primer aktivnega (variabilnega) dela terapevtskega proteina
in nakazuje kompleksnost in velikost proteinov in s tem tudi kompleksnost njihove
agregacije.
Slika 1.1: Makroskopski prikaz variabilnega dela IgG protitelesa iz skupine IgGA protite-
les. Variabilni del je sestavljen iz približno 10 000 atomov in od daleč zgleda kot gnezdo
spleteno iz tankih filamentov [37].
Agregacija proteinov je pomembna raziskovalna tema številnih biokemijskih, bi-
otehnoloških, farmakoloških in farmacevtsko tehnološki smeri. Agregacija posaz-
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menih proteinov v telesu zaradi mutacijskih ali degenerativnih sprememb vodi do
nastanka neurodegenerativnih obolenj, kot so Alzheimerjeva bolezen [8], BSE oz.
bolezen norih krav [9], Creutzfeldt-Jacobova bolezen [10], prionska bolezen [9] kot
tudi Huntingova [11] in Parkinsonova bolezen [12]. Pri teh boleznih prihaja do
posebne agregacije proteinov, pri kateri nastanejo urejeni agregati, tako imenovani
amiloidni fibrili. Ob tem prihaja do postopnega nastanka vlaken, tako da naj-
prej pride do kovalentne modifikacije bolezenskega proteina, ki zaradi tega spremeni
svojo 3D struktruo oz. konformacijo. Preko tega nastanejo tako imenovani globu-
larni intermediati, ki se potem zaporedno (eden poleg drugega) povežejo v ravne
nitke (fiblrile). Več takih nitk skupaj pa se nato prečno poveže v vlakna [8]. Po-
memben aspekt preučevanja agregacije proteinov je tudi pri proučevanju nastanka
inkluzijskih telesc v telesu. Ta telesa nastanejo zaradi povečane ekspresije protei-
nov v celicah, kar povzroči neurejeno agregacijo proteinov in nastanek neurejenih
agregatov ali tako imenovanih inkluzijskih telesec [13]. Ta proces ni samo pomem-
ben kot del nastanka nekaterih bolezni [14] ampak tudi na področju biotehnološke
ekspresije proteinov. Spontana agregacija proteinov v bakterijskih celicah zaradi
prevelike ekspresije proteinov namreč onemogoča njihovo reprodukcijo in nezadnje
povzroči tudi propad celic, kar zmanjšuje izkoristek biotehnološke sinteze proteinov
[15]. Nenazadnje pa dobro razumevanje ali napovedovanje procesa agregacije pri
različnih pogojih pomebno tudi v tehnološkem smislu priprave proteinskih terapev-
tskih pripravkov in zagotavljanja njihove stabilnosti in varnosti [16]. Do procesa
agregacije lahko namreč pride tako v tekočinskih kot trdnih pripravkih (liofilizatih)
terapevtskih proteinov [17].
Za spremljanje in sledenje agregacije proteinov obstaja več eksperimentalnih me-
tod, s katerimi lahko zaznamo spremembo signala in preko tega koncentracijo in
velikost agregatov v raztopinah ob določenih časih. Te metode delujejo na različnih
fizikalnih principih. Diferencialna vrstična kalorimetrija (Differential scanning calo-
rimetry) deluje na principu merjenja specifične toplotne kapacitete vzorca [18]. Pri
formaciji agregatov namreč pride do spremembe specifične kapacitete vzorca, iz ka-
tere lahko z ustreznimi modeli pridobimo informacijo o deležu agregatov [18], [19].
Metode sipanja svetlobe, kot je statično sipanje svetlobe (Static light scattering)
[20] in dinamično sipanje svetlobe (Dynamic light scattering), merijo povprečno ve-
likost delcev v vzorcu kot tudi porazdelitev delcev po velikosti preko korelacijskih
funkcij vpadne in sipane svetlobe [21]. Agregacijo proteinov je moč spremljati tudi
s kromatografskimi metodami od katerih je najpogosteje uporabljena oblika teko-
činske kromatografije (HPLC) - gelska izključitvena kromatografija (Size exclusion
chromatography) [22]. Težava te metode je le ta, da omogoča spremljanje kinetike
agregacije le na daljši časovnih skali z meritvami tipično vsake 2-3 dni [23]. Prak-
tične metode za spremljanje agregacije proteinov so fluorescenčne metode bodisi
z merjenjem intrinzične ali ekstrinzične fluorescence [24]. Ostale metode, ki se še
uporabljajo za sledenje kinetike agregacije proteinov so mikroskopija na atomsko
silo (Atomic force microscopy) [25], spektroskopija polarizirane svetlobe (Circular
dichroism) [26], elektronska paramagnetna resonanca (Electron paramagnetic reso-
nance) [27], FTIR (Fourier transform infrared spectroscopy) [19], jedrska magnetna
resonanca [28] in merjenje viskoznosti [29] in turbidnosti [30] tekočinskega vzorca.
Vsaka izmed metod ima svoje prednosti in slabosti v smislu porabe vzorca, časovne
zahtevnosti in zahtevnosti samih meritev in analize rezultatov. Ker v proteinskih
vzorcih poleg agregacije potekajo tudi drugi procesi, kot so konformacijske sprembe
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in kemične reakcije, ki jih prav tako lahko zaznamo z večino naštetih metod, je
za zanesljivo karakterizacijo agregacije potrebna kombinacija večih metod in dobro
razumevanje samega procesa.
Za teoretičen opis agregacije proteinov so se razvili različni modeli, ki opisu-
jejo agregacijo specifične vrste proteinov. Delijo se na kinetične, termodinamske in
empirične modele. Motiv teh model je v čimboljšem prileganju eksperimentalnim
podatkom. Zaradi tega so posamezni modeli primerni predvsem za ozko skupino
ali vrsto proteinov. Osnovni model agregacije proteinov, ki ga je razvil Oosawa
s sodelavci, predpostavlja postopno vezavo monomerov na nastajajoči agregat, pri
čemer se na agregat hkratno veže ali odklopi samo en monomer in nastaja samo
en agregat [31]. Torej ni dopušcena vezava polimernih oblik med sabo. Ob tem
je v osnovni predpostavki določeno, da sta kinetični konstanti vezave in odklopa
monomera od agregata enaki za vse velikosti agregatov. Torej skozi celotni proces.
Model Hofreichterja ob tem še dodaja diferenciacijo agregacije na proces nuklea-
cije (agregacije manjšega števila monomerov), ki je termodinamsko neugoden in
proces polimerizacije, ki je termodinamsko ugoden ko se doseže kritična velikost




< 1, nad neko kritično velikostjo agregata pa je K1 = σK, kjer sta kf
in kr kinetični konstanti asociacije in disociacije monomera od agregata σ pa je
prosta konstanta modela. Ko v tem modelu agregat doseže neko kritično maso se
proces agregacije močno pospeši. Modelska obravnava ločitve agregacije na proces
nukleacije in polimerizacije se je izkazala kot osnova nastanka sigmoidne krivulje,
ki se največkrat pojavi pri eksperimentalnem sledenju procesov agregacije. Z ite-
rativno rešitvijo integralskih enačb za posameznega koraka vezave pridemo do ki-
netičnih konstant posameznega koraka nukleacije in polimerizacije ter ravnotežnih
koncentracij posameznih agregatov [32]. Wegner in Engel sta ta model posplošila z
dodatkom možnosti drugačne kinetične konstante za tvorbo dimerov v primerjavi z
ostalimi sklopitvami [33]. Popolno posplošitev modelov postopne vezave monome-
rov pa predstavlja model Krieden- Godette, ki dovoljuje poljubne kinetične konstane
asociacije in disociacije na vsakem koraku vezave monomerov na agregat. Z ustre-
znimi numeričnimi pristopi je tako iz meritev možno prebrati vse kinetične konstante
vezave monomerov [34]. V modelih reverzne asociacije za opis agregacije proteinov
kinetične diferencialne enačbe nadomesti termodinamska obravnava procesa agre-
gacije z ravnotežnimi konstantami medtem ko se ohrani ideja o postopni vezavi
posameznih monomerov na agregat. Ob predpostavki enakih ravnotežnih konstant
pri vseh korakih vezave monomera na agregat pridemo do enačbe za povprečno mo-
lekulsko maso agregata M2avg = Mmono(1 + 4K ∗ c), kjer je Mmono molekulska masa
monomera, c celotna koncentracija proteina, K pa ravnotežna konstanta vezav [35].
Ta model se je izkazal kot zelo dober v meritvah sedimentacije določenih proteinov v
odvisnosti od njihove koncentracije. Na podlagi teh modelov so bili razviti še številni
drugi, ki opisujejo agregacijo posameznih proteinov in so izkazali dobro prileganje
eksperimentalnim podatkom [1].
Problem vseh teh teoretičnih modelov je, da so zaradi kompleksnosti procesa
zelo poenostavljeni in so namenjeni samo prileganju eksperimentalnim podatkom iz
katerih je potem moč pridobiti parametre agregacije znotraj posameznega modela.
V biofarmacevtiki pa je glavna želja poznati modele, ki bi že pred izvedbo poskusa
lahko napovedali kinetiko in stopnjo agregacije določenega proteina v točno dolo-
čeni raztopini. Želja je tako poznati ključ za nadziranje mehanizma in kinematike
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proteinske agregacije, vendar pa je pojav agregacije za veliko število proteinov na
svetovnem nivoju še slabo raziskan [37]. Zmožnost napovedovanja agregacije pro-
teinov pod različnimi pogoji v okolju kot so temperatura, koncentracija ionov in
zunanji mehanski impulzi v raztopini, še pred izvedbo poskusa, bi namreč močno
pripomoglo k reševanju mnogih problemov in predvsem pocenilo razvoj ustreznih
formulacij. Glavna ideja in vodilo te magistrske naloge je tako razvoj simulacijske
metode za napoved agregacije proteinov pri različnih pogojih, pri čemer so proteini
obravnavni kot efektivni koloidni delci, med katerimi delujejo neki efektivni interak-
cijski poteincal. Cilj je namreč razviti simulacijsko metodo, ki bi bila sposobna vsaj
kvalitativno dati podatek o hitrosti agregacije pri različnih pogojih in interakcijskih
potencialih. V zvezi s tem je poznavanje osnovnih interakcij med in znotraj proteini
bistvenega pomena. V teoretičnem uvodu bomo tako najprej opisali medmolekulske
in znotraj molekulske sile na splošno. Na podlagi tega razumevanja bi lahko namreč
ustreznim proteinom v določenih delih priredili ustrezne potenciale za simulacije
njihove agregacije s pomočjo CFD (Computational fluid dynamics) simulacij.
Magistrska naloga je organizirana naslednje. V Poglavju 2 predstavitmo teore-
tične osnove agregacije proteinov s povdarkom na opisu medmolekulskih interakcij in
njihovih lastnostnih ter vplivu temperature in koncentracije ionov na kontrolo agre-
gacije proteinov. V Poglavju 3 predstavimo uporabo orodja KAPSEL pri modelira-
nju agregacije proteinov, pri čemer podrobno predstavimo upravljanje s simulacij-
skimi parametri in način zajema in analize podatkov za kvantitativno ovrednotenje
velikosti agregatov. Ob tem opišemo tudi programsko kodo za poljubno spreminjanje
interakcijskih potencialov v izvorini kodi in vizualno predstavitev dobljenih rezula-
tatov. V Poglavju 4 predstavimo rezultate simulacij pri različnih medmolekulskih
interakcijah, številu delcev in razmerju med močjo interakcije in termičnim šumom.





V tem poglavju bomo osrednje predstavili osnovne medmolekulske interakcije, ki
delujejo med proteini in imajo vpliv na proces njihove agregacije in na kratko tudi
osnove kontroliranja agregacije z zunanjimi vplivi. Podrobneje bomo tako opisali van
der Waalsove sile med majhnimi molekulami in makroskopskimi delci ter hidrofobno
interakcijo. Ob tem bomo opisali in primerjali tudi njihovo tipično jakost, doseg in
obliko potenciala.
2.1 Medmolekulske interakcije
Sprva se bomo osredotočili na medatomske in medmolekulske vezi, ki določajo, ka-
tere interakcije so pomembne za opis agregacije proteinov. Slika 2.1 prikazuje naj-
pomembneše vezi, značilen doseg in jakost. Kemijske vezi so odgovorne za vezavo
dveh atomov, da se tvori molekula. Te medatomske vezi so efektivno določene z
valenčnimi elektroni, ki si jih delita dva atoma. Glede na število valenčnih elek-
tronov, lahko atom sodeluje v določenem številu kemijskih vezi z drugimi atomi.
Kemijske vezi so nadalje delijo v ionske in kovalentne vezi. Ionska vez je dejansko
poseben primer kovalentne vezi. V tem primeru se valenčni elektron premakne od
enega atoma do drugega in pojavijo se ioni. Kot lahko razberemo iz tabele na Sliki
2.1, so ionske vezi močnejše od kovalentnih. Tukaj je potrebno omeniti, da je izvor
vezi povsem elektrostatski [38] .
Druga skupina so medmolekulske interakcije oz. fizikalne vezi. Na splošno so
razdeljene na nabojno elektrostatsko interakcijo in van der Waalsove sile. Prva je
podobna ionski kemijski vezi, ampak je manj močna in deluje le na večjem obsegu.
Če zanemarimo senčenje jo lahko enostavno opišemo s Coulombsko interakcijo med










kjer je ϵ dielektrična konstanta medija, r razdalja med dvema nabojema in z1 in z2
valenci atoma. Po drugi strani izvor van der Waalsovih sil izhaja iz elektrostatske
interakcije med dvema električnima dipoloma. Zato lahko delimo van der Waalsovo
silo na dipol-dipol, dipol-induciran dipol, induciran dipol-induciran dipol interak-
cijo. Slednja je pogosto poimenovana kot Londonova disperzija sila in je verjetno
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Slika 2.1: Prikaz osnovnih medatomskih in medmolekulskih vezi in njihove jakosti na
primeru tipičnih snovi, v katerih delujejo. Zapisane so tudi temperature tališč teh snovi
[38].
najpomembnejša medmolekulska interakcija, čeprav je praviloma najšibkejša [38].
Iz Slike 2.1 lahko opazimo, da so na splošno medmolekulske interakcije veliko šib-
kejše kot medatomske, ampak delujejo na večjem dosegu. Ker je naš primarni cilj
opisati interakcije znotraj in med velikimi molekulami kot so proteini, lahko že skle-
pamo, da bodo van der Waalsove sile bolj pomembne za opis procesa agregacije kot
medatomske (ionske, kovaletne) vezi.
Obstaja še ena pomembna interakcija-vodikova vez, ki se po jakosti nahaja med
medatomskimi in medmolekulskimi silami. V nekaterih primerih se je že izkazalo,
da vodikova vez igra pomembno vlogo pri vplivanju na obliko in obnašanje proteinov
[1], [37], [36]. Poleg teh osnovnih medmolekularnih interakcij, katere pravilno napo-
vedujejo interakcije med majhnimi molekulami poznamo tudi hidrofobno interakcijo
in vpliv hidrofilnih delov, ki so zlasti pomembni pri večjih molekulah kot so proteini.
Enotni model, ki bi opisoval vse te učinke pa še ni bil predlagan.
2.1.1 Van der Waalsova sila
Van der Waalsove sile so razdeljene v tri kombinacije interakcij permanentnih in
induciranih dipolov. Najbolj osnovna interakcija je dipol-dipol.
Če sta dipola orientirana drug glede na drugega, kot je prikazano na Sliki 2.2,
bo energija interakcije med dipoloma podana z:
wdip−dip(r, θ1, θ2, ϕ) = −
µ1µ2
4πϵ0ϵr3
(2cosθ1cosθ2 − sinθ1sinθ2cosϕ), (2.2)
kjer sta µ1 in µ2 električna dipola molekul 1 in 2, ϵ0 influenčna konstanta, ϵ diele-
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Slika 2.2: Opis medsebojnega položaja dveh dipolov µ1 in µ2 na medsebojni razdalji r,
s kotoma zasuka θ1, θ2 v ravnini lista. Kot Φ predstavlja zasuk enega izmed dipolov iz
ravnine lista [38].
ktrična konstanta, r razdalja med molekulama, θ1, θ2 koti zasukov dipolov 1 in 2 v
ravnini, ter ϕ kot zasuka iz ravnine enega dipola v primerjavi z drugim. Iz enačbe
(2.2) lahko opazimo, da vezavna energija med dvema dipoloma pada s tretjo potenco
razdalje r3, hkrati pa je odvisna tudi od medsebojne orientacije dipolov. Pri neki
konstantni razdalji med dipoloma r bo vezavna energija med njima maksimalna,
ko bosta orientirana zaporedno eden glede na drugega, oz. ko bosta θ1 = θ2 = 0◦.
Po drugi strani pa bo pri konstantni razdalji r vezavna energija med dipoloma naj-
manjša pri vzporedni orientaciji med njima. Iz enačbe (2.2) lahko tudi hitro ocenimo
jakost oz. relativni doseg interakcije glede na kvant termične energije kbT . Pri dveh
enakih dipolih z momentom µ1 = 3, 336 ∗ 10−30Asm, ki ustreza definiciji enega De-
bya, (enoti za zapis jakosti dipolnega momenta) je vezavna energija dipolov (ϵ = 0)
v zaporedni orientaciji na razdalji r = 0.36 nm enaka kbT pri sobni temperaturi. To
pomeni, da vezavna energija med dvema dipoloma prevlada nad termičnim šumom
pri sobni temperaturi, če se dipola z dipolnim momentom 1 D ( Debye) približata
eden drugemu na manj kot to razdaljo. S pomočjo tega, lahko tudi hitro ocenimo,
kakšne bi bile te razdalje za različne dipolne momente. Molekula HCl ima npr. di-
polni moment enak 1.03 D, za kar bi preko enačbe w(r, 0, 0, ϕ) = − 2µ1µ2
4πϵ0ϵr3
dobili, da
bi bila prej omenjena vezavna razdalja r za taki dve molekuli enaka 0.37 nm.
Slika 2.3 prikazuje odvisnost moči interakcije od razdalje med dipoloma, če sta
ta postavljena vzporedno oz. zaporedno. Polne črte predstavljajo točno interakcijo
izračunano kot vsoto vseh Coulombskih prispevkov med naboji, medtem ko črtkane
prikazujejo energije izračunane po enačbi (2.2). Vidimo, da med modeloma prihaja
do precejšnjega odstopanja za razdalje r med dipoloma r < 3l, kjer l predstavlja
dolžino dipola, ki so lahko velikosti celo do 25 kbT . Kot vemo je to posledica tega,
da je enačba (2.2) izpeljana na podlagi predpostavke, da je dolžina dipolov l precej
manjša od medsebojne razdalje med dipoloma [38].
Poleg tega enačba (2.2) nakazuje, da dva dipola težita k temu, da se orientirata
zaporedno, vendar to velja le za konstantno vrednost r. Če se osredotočimo na
primer, ko so molekule v obliki cigar, potem je preferirana vzporedna orientacija. To
je zato, ker se lahko takšne molekule približajo precej bližje skupaj, če so poravnane
vzporedno. Pri velikih ločitvah ali v mediju z visoko dielektrično konstanto, kjer
interakcijska energija pade nižje od kbT , pa je treba upoštevati naključno gibanje
molekul. S povprečenjem interakcije po vseh kotih in pozicijah molekule v prostoru,
obteženo z Boltzmannovim obtežitvenim faktorjem e−w(r)/kT , dobimo Boltzmannovo
21
Poglavje 2. Teoretične osnove agregacije proteinov
Slika 2.3: Dipol-dipol interakcija v odvisnosti od razdalje za dva dipola z momentom 1D v
vakuumu. Črtkane črte opisujejo interakcijo izračunano po enačbi (2.2), medtem ko polne
točno rešitev s seštevkom Coulombskih prispevkov [38].








Če primerjamo enačbi (1.2) in (1.3), se potenca razdalje spremeni iz 3 v 6 [41].
Kot bomo videli kasneje, si vse osnovne van der Waalsove sile delijo isto r−6 odvi-
snost [38]. Naslednja v vrsti van der Waalsovih sil, je interakcija med dipolom in
induciranem dipolom. V tem primeru električno polje permanentnega dipola indu-
cira dipol v molekuli s polarizacijo α0. Za dipol z momentum µ orientiranim pod
kotom θ glede na ravnino ki jo definirata dipolna in nepolarizirana molekula je ja-
kost električnega polja, ki deluje na to nevtralno a polarizabilno molekulo enaka:
E = µ(1 + 3cos2θ)1/2/4πϵ0ϵr
3. Neposredno iz tega lahko izpeljemo, da je ob tem
energija interakcije ki nastane enaka:








Za tipične vrednosti µ in α0, ki jih ponavadi srečamo v manjših molekulah, je ta
interakcija relativno šibka. Npr. za primer molekule HCl in atoma argona v katerem
permanentni dipol HCl vzbudi inducirani dipol, znaša tipična jakost vezi 1 kJ/mol,
kar je tipično 3-krat manj od dipol-dipol interakcije in 130-krat manj od kovalentnih
vezi [39]. Pogosto je zato relevantna interakcija interkcija dipol-inducirani dipol, ki
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Za to interakcijo med trajnim in induciranim dipolom, podano z enačbo 2.5 se je
uveljavilo tudi ime Debyeva interakcija in predstavlja drug prispevek celotnih van
der Waalsovih sil [41].
Tretji po vrsti in tipično najšibkejši po moči, vendar morda celo najpomembnejši
prispevek k van der Waalsovi interakciji so Londonove ali disperzijske sile. Njihova
pomembnost izhaja iz dejstva, da delujejo med vsemi vrstami molekul, torej tudi
takimi, ki nimajo dipolnih ali drugih multipolnih elektirčnih momentov. Prav te sile
igrajo najpomembnejšo vlogo pri opisu strukture in interakcij med proteini in dru-
gimi sinteznimi polimeri. Imajo relativno dolg doseg delovanja napram kovalentnim
vezem, saj le ta v nekaterih primerih znaša 10 nm ali več. So odbojne ali privlačne
in v splošnem jih ni možno opisati s preprostim potenčnim modelom. Najpomemb-
nejša lastnost Londonovih sil pa je, da na interakcijo med dvema delcema vpliva
tudi prisotnost drugih teles v prostoru. To pomeni, da v večdelčnem sistemu, ne
moremo preprosto izbrati parskega modela, ki bi opisoval Londonove sile in potem
sešteti to po vseh parih delcev, da bi dobili celotno energijo sistema. Interakcije se
namreč med samo ne seštevajo [38].
Z uporabo teorije pertubacije je do te interakcije prišel London, ki je opisal







kjer α0 in I označujeta polarizabilnost in prvo ionizacijsko energijo posameznega
atoma. Klasično lahko ta pojav razumemo tako, da zaradi nedoločenosti položaja in
gibalne količine valenčnega elektrona, le ta zaradi gibanja ustvarja nek kratkotrajni
dipolni moment med njim in jedrom. Kratkotrajno elektično polje tega dipolnega
momenta, potem inducira dipol v drugem nevtralnem atomu, in tako za kratek čas
pride do dipol-dipol interakcije. Za oceno moči interakcije predpostavimo, da je
α0/4πϵ0 enaka 1.5 × 10−3 nm3, tipične vrednosti ionizacijskih energij pa so nekje
2 ∗ 10−18 J. Za dva atoma v kontaktu (r ≈ 0.3 nm) je potem pri sobni temperaturi
disperzijska energija wind−ind enaka kbT [38].
Celotno van der Waalsovo interakcijo med dvema enostavnima (dvoatomnima,
s stacionarnim ali brez stacionarnega dipola) molekulama, lahko zdaj združimo v
izrazu:




−(Corien + Cind + Cdisp)
r6
, (2.7)
kjer Corien, Cind, Cdisp predstavljajo posamezne koeficiente v zgoraj opisanih interak-
cijah. Kot je razvidno iz enačbe 2.7, je glavna značilnost van der Waalsove interak-
cije med dvoatomnimi molekulami r−6 krajevna odvisnost. Ob tem je pri interakciji
med dvema dipoloma privlavčnost/odbojnost odvisna od orientacij dipolov (enačba
(1.2)), medtem ko je pri ostalih dveh interakcija zmeraj privlačna kot razvidno iz
enačb (1.4) in (1.6) [38].
V sklopu o van der Waalsovih silah je pomembno omeniti še nekaj primerov v ka-
terih se danes uporabljajo. Kot prvo lahko opazimo, da za realističen opis interakcije
med dvema molekulama, potrebujemo poleg privlačnega še odbojni potencial. Kvan-
tnomehanski pogled nam razkriva, da delcev načeloma ne smemo obravnavati kot
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togih, zaradi načela nedoločenosti, vendar prav tako med njimi deluje odboj, zaradi
Paulijevega izključitvenega načela. Za intermolekularne simulacije večjih sistemov,
se tako velikokrat uporablja van der Waalsova interakcija, ki se ji doda odbojni po-
tencial: v splošnem w(r) = +(σ/r)n, kjer je n naravno število. Tako poznamo veliko
teh odbojnih potencialov, med katerimi sta najbolj znana, tako imenovani potencial
trde sredice, z n = ∞ (za r > σ je potem odbojni potencial 0, medtem ko za r ≤ σ
je neskončen) in odbojni potencial s potenco n = 12. Ko slednjega združimo namreč
združimo s privlačnim delom, ki ustreza r−6 potenci van der Waalsovih interakcij
dobimo tako imenovani Lennard-Jonesov potencial, ki se pogosto uporablja v si-
mulacijah večdelčnih sistemov dvoatomnih molekul. Zaradi velike uporabljenosti je
podrobneje opisan tudi v naslednjem podpoglavju.
2.1.2 Lennard-Jones potencial
Lennard-Jonesov potencial je model za opis interakcije med dvema nevtralnima ato-




















kjer ϵ predstavlja globino potencialne jame, r razdaljo med molekulama, σ razda-
ljo med molekulama, ko je potencial enak 0 in rm razdaljo med molekulama, ko
je dosežen minimum potenciala. Lennard-Jonesov potencial je zaradi svoje pre-
prostosti zelo uporabljen v računalniških simulacijah raznih sistemov. Za izračun
interakcije med molekulama je v primeru Lennard-Jonesovega potenciala namreč
potrebno veliko manj računske moči kot v primeru ostalih potencialov [42]. Z me-
todo coupled cluster method [43] in Møller-Plessetovih perturbacij [44] se da npr.
s kvantnomehanskihmi izračuni prekrivanja orbital izračunati točne oblike moči in
interakcije, vendar je to predvsem za sisteme z večjim številom delcev zelo računsko
zahtevno. Privlačni del Lennard-Jonesovega potenciala r−6 predstavlja daljnosežno
privlačno van der Waalsovo interakcijo v kateri so skupaj zajete Londonove dispere-
zijske sile med dvema induciranima dipoloma in kotno povprečena dipol-inducirani
dipol interakcija, podani v enčbah 2.6 in 2.5. Ideja za odbojni člen r−12 izhaja
iz odbojnega člena izmenjalne interkacije, ki v kvantnomehanski obravani nastane
med dvema enakima delcema. Ko se orbitali dveh molekul približata preveč skupaj
namreč pride do tako imenovanega Paulijevega odboja, ki je v izmenjalni interakciji
predstavljen s členom r−12.
Lennard-Jonesov potencial je pogosto uporabljen v različnih simulacijah. Med
drugim se uporablja za opis lastnosti plinov, disperzije molekul v plinih, kot tudi za
simulacije obnašanja večjih delcev v tekočinah [45]. Lennard-Jonesov potencial se
je izkazal kot zelo dober približek za opis interakcij med inertnimi plini VIII. sku-
pine periodnega sistemkot so helij, neon, argon, kripton, ksenon in radon, kot tudi
za vse nevtralne molekule in atome. Ob simulacijah zelo gostih/trdnih sistemov z
Lennard-Jonesovim potencialom se je izkazalo, da se delci ob temperaturi 0 K raz-
poredijo v heksagonalno [46] ureditev medtem ko pri rahlem zvišanju temperature v
enostavno kvadratno mrežo [47]. Kljub temu, da je Lennard-Jones potencial široko
uporabljen pa ima tudi določene omejitve. In sicer vsebuje samo dva parametra
jakost in doseg, ni usmerjen ampak je sferično simetričen in ni specifičen za posame-
zno molekulo. Prav tako, privlačen kot odbojni potencial ne zajemata vse interakcij
med molekulami. Omejitev uporabe Lennard-Jonesovega potenciala je tudi ta, da
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je parski, kar pomeni, da ne glede na to koliko atomov se veže na drug atom, to ne
vpliva na samo vez. Vezavna energija na atom v kristalnih strukturah, katerim ato-
mom priredimo Lennard-Jonesovo inteakcijski potencial, raste linearno s številom
vezi na atom, medtem ko so eksperimenti pokazali, da vezavna energija na atom
raste približno kvadratično s števiom vezi na atom [48].
2.1.3 Hamakerjev potencial in primerjava z Lennard-Jonesovim
potencialom
Na velikih razdaljah glede na velikost atomov oziroma molekul imajo van der Waal-
sove sile, poleg steričnih, najpomembnejšo vlogo pri opisu sistemov. Predpostavimo
torej, da je nek makroskopski delec poljubne oblike sestavljen iz enakih molekul, ki
so enakomerno z gostoto ρ razporejene po celotnem delcu in potem obravnavamo
interakcijo med dvema takima delcema tako, da predpostavimo additivno van der
Waalsovo interakcijo w = −C/r6 med posameznimi molekulami. Med takima del-







ρ1ρ2w(r1 − r2)dr1dr2, (2.9)
kjer ρ1 in ρ2 predstavljata številski gostoti molekul v makroskopskih delcih in w van
der Waalsovo interakcijo med molekulami v makroskopskem delcu 1 in 2. Integral
teče po celotnem volumnu delcev V1 in V2. Če na primer izvrednotimo ta integral po
dveh kroglah z radijama R1 in R2, ki se nahajata na medsebojni razdalji r, dobimo







A = π2Cρ1ρ2, (2.11)
predstavlja Hamakerjevo konstanto, kot osnovno merilo za jakost interakcije ne glede
na obliko delcev. V konstanti sta ρ1 in ρ2 prej omenjeni številski gostoti mole-
kul v makroskopskih delcih 1 in 2, C pa konstanta v van der Waalsovi interakciji
w = −C/r6 med molekulami. V primeru uporabe notacije Lennard-Jonesovega
potenciala konstanta C ustreza 4ϵσ6 [38].
Rezultati podobnih integralov za različne oblike delcev so predstavljeni na Sliki
2.4 Slika 2.4 prikazuje izračunane interakcije za primer dveh sfer, atoma in ravne
površine, sfere in rave površine, dveh molekulskih verig, dveh valjev v različnih
položajih in dveh ravnih površin. Pri vseh primerih D predstavlja razdaljo med
dvema delcema, ostali geometrijski parametri pa so označeni na sliki.
Potenciali med makroskopskimi telesi dobljeni z enačbo (2.9) imajo precej daljši
doseg od van der Wallsove interakcije med parom nevtralnih molekul. Primerjavo
med Lennard-Jonesovim potencialom in potencialom med dvema kroglama, sesta-
vljenima iz majhnih nevtralnih molekul prikazuje Slika 2.5
Kot lahko opazimo je doseg Lennard-Jonesovega potenciala precej manjši od Ha-
makerjevega potenciala −1/r. Ob tem lahko opazimo tudi, da je globina potenciala
ob enakem predfaktorju pri slednjem precej večja. Govorimo torej o potencialu, ki
je precej daljnosežnejsi.
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Slika 2.4: Interakcijski potencial med dvema telesoma različnih geometrij izračunana ob
predpostavki aditivne van der Waalsove interakcije. Hamakerjeva konstanta A je definirana
kot A = π2Cρ1ρ2, kjer sta ρ1 in ρ2 številski gostoti molekul, ki sestavljajo makroskopsko
telo, C pa je konstanta v parskem van der Waalsovem potencialu.[38]
Ker pa le ta potencial sam po sebi ne vsebuje nekega odbojnega dela, ki bi
preprečeval popolno združevanje delcev, oz. prehajanje delcev eden skozi drugega,
mu moramo le tega dodati. Obstoj efektivne oblike potenciala trde sredice je nekako
obligatorna tudi zaradi delovanja samega simulacijskega orodja- KAPSL-a, saj je le-
ta drugače nestabilen. Z izbiro potence odbojnega dela lahko nekoliko tudi vplivamo
na samo obliko potenciala oz. na njegov doseg, vendar le ta ni odločilen. Konkretna
izbira odbojnega dela Hamakerjeva potenciala za izvedene simulacije je opisana v
poglavju Modeliranje in metode.
2.1.4 Hidrofobni efekt in hidrofobna interakcija
V splošnem smo hidrofilne in hidrofobne interakcije že opisali z van der Waalsovimi
silami. Tam smo ugotovili, da van der Waalsova interakcija zelo dobro opiše privlak
med inertnimi molekulami v vakuumu, v mediju pa nikakor ni veljala. Če bi torej
z aditivno van der Waalsovo interakcijo obravnavali primer dveh nepolarnih mole-
kul v vodi, bi izračunali, da je privlak med tema molekulama manjši. Nasprotno
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Slika 2.5: Primerjava Lennard-Jonesovega potenciala s potencama 12 in 6 s potencia-
lom 1/r. Z modro barvo je predstavljen Lennard-Jonesov potencial, z oranžno −1/r po-
tencial in z zeleno barvo −1/r + (1/r)12. Pri istem predfaktorju sta minimum in doseg
Lennard-Jonesovega potencila precej manjša. Potencial −1/r+(1/r)12 pa se lepo ujema s
potencialom −1/r.
pa iz eksperimentov vemo, da v vodi pride do velikega privlaka med nepolarnimi
molekulami. To je posledica hidrofobnega efekta [38].
Pomembno vlogo pri hidrofobnih interakcijah ima vodikova vez. Tipična jakost
vodikovih vezi ustreza 10 do 40 kJ/mol, medtem ko energija kovalentih oz. van der
Waalsovih sil znaša 500 oz. 1 kJ/mol. Za vodikove vezi je značilno, da nastanejo
intermolekularno med H vezanim na O, N, F ali Cl in O, N, F, ali Cl druge molekule.
Če torej damo neko nepolarno molekulo (npr. kakšen ogljikovodik) med molekule
vode, se bodo le te poskušale urediti v takšno strukturo, da bodo lahko tvorile čimveč
vodikovih vezi. Ker so molekule vode tetraedrične, imajo sposobnost, da se lahko
povežejo skupaj okoli molekule.
Privlak med hidrofobnimi molekulami in površinami je v vodi precej močnejši
od privlaka v prostem prostoru. Za molekulo metana je npr. van der Waalsova
interakcijska energija v prostem prostoru enaka −2.5 ∗ 10−21 J, medtem ko v vodi
znaša −14 ∗ 10−21 J [38]. Podobno tudi površinske napetosti čistih ogljikovodikov
znašajo 15−30mJ/m2, medtem ko z vodo znašajo 40−50mJ/m2. Le te se danes meri
predvsem s tenziometričnimi metodami ali z neposrednim merjenjem stičnega kota
kapljice na površini [40]. Prav površinske oz. medfazne napetosti so zato najboljši
pokazatelj hidrofilnosti oz. hidrofobnosti posameznih snovi.
Hidrofobna sila ima v primerjavi z van der Waalsovimi interakcijami dolg doseg
(tipično reda 1 nm). To hkrati pomeni, da je za kakršnokoli računalniško ali teo-
retično analizo potrebno upoštevati veliko število molekul, kar pa je precej časovno
zahtevno. Eksperimenti tako pokažejo da je hidrofobna interakcija presenetljivo
dolgega dosega, saj pada v razdalji od 0 − 10 nm eksponentno z razpadno dolžino
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Slika 2.6: Hidrofobna interacija med dvema hidrofobnima delcema (z ukrivljeno črto je
predstavljena površina delcev) obdana z molekulami vode (∆). Molekule vode se umaknejo
iz meddelčnega prostora (zvišanje S), van der Waalsove sile pa nato potegnejo hidrofobna
delca skupaj.
λ0 = 1− 2 nm in naprej po odvisnosti, ki pa ni splošna. Prav tako se je izkazalo, da
je hidrofobna sila lahko precej močnejša od van der Waalsovega privlaka. Še posebej
je to prišlo do izraza pri površinah sestavljenih iz samih ogljikovodikov. Pričako-
vano moč interakcije pada s padajočo hidrofobnostjo snovi v vodi. Le to predstavlja
površinska napetost z vodo γ. Na podlagi eksperimentov se je uveljavil empirični
model za zapis interakcije med ukrivljenima hidrofobnima površinama v vodi:
WH = −2γe−D/λ0 , (2.12)
kjer je D razdalja med hidrofobnima površinama in so tipične vrednosti γ = 10 −
50mJ/m2 in λ0 = 1 − 2 nm [38]. WH predstavlja jakost interakcijskega potenciala
na enoto stične površine in je tako povezano z jakostjo interakcije preko enačbe
wH = WH ×A, kjer A predstavlja velikost stične površine, ki prispeva k interakciji.
Prav tako na podlagi eksperimentalnih opažanj sta Israelachvili in Pashley pre-
dlagala model [50], po katerem je za majhne hidrofobne molekule raztopljene v vodi,
sprememba proste energije zaradi hidrofobne interakcije proporcionalna s tipičnim
premerom molekule σ. Velja:
∆G(hidrofobni parski potencial) ≈ −20σkcal/mol, (2.13)
kjer ima σ enoto nm. Ta enačba da npr. za cikloheksan z σ = 0.57 nm vre-
dnost ∆G ≈ −11.4 kJ/mol, kar se zelo dobro sklada z eksperimentralno vrednostjo
−11.3 kJ/mol [50]. Model Israelachivili in Parshley temelji na eksperimentalno iz-
merjenih vrednosti hidrofobne interakcije med dvema hidrofobnima plastema preko
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razmerja meritev sil, med dvema plastema sljude in dvema z hexa-decyl-trimethyl-
ammonijevim bromidom prekritima plastema sljude. Tu je bila najprej ugotovljena
odvisnost hidrofobne sile FH = −CRe−D/λ0 , kjer R predstavlja krivinski radij pla-
sti, D razdaljo med plastema, C pa jakost interakcije, ki je odvisna od snovi. Preko
odvisnosti F = − ∂G
∂D
dobimo funkcijsko podobno zvezo za prosto energijo G (po-
množeno z λ0) za dve enaki plasti, ki sta na razdalji D. Nadalje sta Israelachvili
in Parshley predpostavila, da se lahko ta odvisnost za makroskopske plasti uporabi
tudi na majhnih molekulah. Ob predpostavki, da so molekule okrogle, lahko krivin-
ski radij R nadomestimo z radijem molekule σ. Za oceno spremembe proste energije
pri agregaciji postavimo D = 0, kar nam da končno enačbo 2.13. Faktor 20 v enačbi
(2.13) je bil dobljen iz eksperimentalnih podatkov opisanega poskusa, kjer sta bila
dobljena C in λ0.
Za ocenitev moči hidrofobne interakcije si oglejmo kakšna je velikost potenci-
ala med dvema kroglastima delcema premera 20 nm. Velikost stične površine med
delcema je enaka polovici krogle, kar znaša A = 2πR2. Če za γi v enačbi (2.12) izbe-
remo 10 mJ/m2, potem predfaktor potenciala wH = WH ×A znese -4π ∗ 10−12J. Če
sedaj to primerjamo s termičnim šumom, ki pri sobni temperaturi T = 25◦C znaša
4.11*10−21J, potem vidimo, da je hidrofobna interakcija kar za 9 velikostnih redov
večja. V praksi to pomeni, da ko hidrofobna delca oz. površini pride na razdaljo
1-2 nm, se bosta v vsakem primeru zlepila. Na daljših medsebojnih razdaljah pa
privlaka praktično ne čutita.
2.2 Osnove kontroliranja agregacije proteinov
Agregacija proteinov je pojav, ki si ga ponavadi ne želimo, saj le ta inaktivira pro-
teine, tako v bioloških sistemih, kot tudi v zdravilih. Kljub temu, pa se obarjanje,
kot ekstremna oblika agregacije, v kateri nastanejo tako veliki agregati, da ti več
niso topni; že kar nekaj let intenzivno uporablja v biokemiji, kot metoda izolacije
posameznih vrst proteinov iz kompleksnejših sistemov kot so tkiva oz. celice. Za
nadaljno analizo ali uporabo proteina, ga je namreč potrebno najprej pridobiti iz
večjega sistema [51].
Metoda izolacije proteina preko obarjanja, temelji na različnih pogojih, pri ka-
terih se različni proteini agregirajo. V splošnem lahko na agregacijo proteinov vpli-
vamo s spreminjanjem pH, ionske moči (I), dielektrične konstante (ϵ) in temperature
raztopine, lahko pa tudi z izpostavitvijo strižnim terilnim tokovom, površinam in
faznim mejam. Pri tem se v primeru zviševanja temperature proteini ireverzibilno
oborijo. Zaradi tega ta način uporabljamo samo, če v nadaljevanju teh proteinov
več ne potrebujemo. Ker pa večinoma želimo ohraniti aktivnost proteinov, se naj-
več uporabljajo ostali trije postopki. Obarjanje neke molekule, obratno sorazmerno
njeni topnosti. Če so namreč interakcije med topilom in proteinom večje od inte-
rakcij med proteini, se bo večji del proteinov oborilo, in obratno. S spreminjanjem
pH, ionske moči in dielektrične konstante, spreminjamo moč teh interakcij in s tem
tudi topnost [51].
Ko spremenimo pH raztopine se gostota pozitivnih oz. negativnih nabojev na
površini proteina spreminja. Pomembno merilo pri tem je izoelektrična točka pI.
Ko namreč pH raztopine ustreza izoelektrični točki, je celoten naboj pozitivo in
negativno nabitih skupin na površini proteina enak. Takrat je molekula nevtralna,
hkrati pa ob tem pride tudi do največjega privlaka med molekulami. Zaradi ize-
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načitve negativnih in pozitivnih nabojev namreč ni več elektrostatskega odboja in
prevladujejo hidrofobne interakcije. V izoelektrični točki je tako topnost proteinov
najmanjša. S premikanjem pH raztopine (gor ali dol) izven izoelektrične točke se
topnost približno kvadratično zmanjšuje. Če je namreč pH nižji od pI, imamo v
raztopini večjo koncetracijo H+ ionov, ki se vežejo na negativno nabite skupine na
proteinu, kar pomeni, da neto naboj na proteinu ni več nevtralen temveč pozitiven.
Podobno se zgodi, če pH raztopine povečamo nad pI. V tem primeru imamo prebitek
negativnih hidroksilnih ionov, ki vežejo nase H+ iz proteinov in tako ustvarijo neto
negativen naboj proteina. Zaradi elektrostatskega odboja med istovrstno nabitimi
delcji, pri obeh spremembah pH pride do zmanjšane interakcije med molekulami.
Posledično se agregacija zmanjša [51].
Drugi način manipularanja agregacije proteinov z medmolekulskimi interakcijami
je s spremembo gostote ionov v raztopini oz. tako imenovane ionske moči. Ionska









pri čemer je Ci koncentracija iona, zi pa naboj iona. Pri nizki začetni ionski moči,
z večanjem le te, topnost proteina običajno narašča. Ti ioni namreč v majhnih
koncentracijah senčijo oz. blažijo ionske interakcije med proteinskimi molekulami.
Zaradi tega je privlak med njimi manjši in manj se jih obori. Pri visoki začetni ionski
moči pa z večanjem le te, topnost proteina pada. Ioni namreč odtegnejo molekule
vode, ki tvorijo hidratacijski ovoj okoli proteinov. S tem postanejo interakcije med
molekulami proteina močnejše, tudi zaradi hidrofobnega efekta. Ta odteg molekul
vode iz med proteinskega prostora, je klasičen primer hidrofobne interakcije. Iz tega
sledi tudi logična opazka, da se proteini z večjo hidrofobno površino oborijo prej kot
tisti z manjšo [51].
Pomebna metoda kontroliranja obarjanja proteinov je tudi spreminjanje diele-
ktrične konstante raztopine. Iz Coulombovega zakona vidimo, da je pri nižji die-
lektrični konstanti privlačna sila med nabitima delcema večja. Nižjo dielektrično
konstanto dosežemo ponavadi z dodatkom organskih topil, ki so topne v vodi (eta-
nol, aceton, propanol, itd.). Pri tem je mehanizem obarjanja podoben, kot v pri-
meru spreminjanja pH in ravno nasproten spreminjanju ionske moči. Z dodatkom
organskih topil, namreč postanejo hidrofobni deli proteina vedno bolj zaščiteni z
molekulami organskega topila, privlačne sile med nasprotno nabitimi deli pa prevla-
dujoče. To je ravno nasprotno od prejšnjega primera, kjer je močno povečanje ionov,
povzročilo odmik vode iz okolice proteina. Metoda dodajanja organskega topila ima
sicer eno slabost, saj z njo ne moremo oboriti proteine z veliko hidrofobno površino.




3.1 Opis proteinov kot efektivnih koloidnih delev
Proteini so velike kompleksne makromolekule, ki štejejo od 15 000 pa do 100 000
atomov. Zaradi njihove kompleksnosti je že sama simulacija konformacijskih oblik
in sprememb le teh v okviru simulacij molekularne dinamike zelo računsko zahtevna.
Izvedba simulacij, ki bi zahtevale takšno obravnavo 100 ali več delcev hkrati je za-
radi ogromne računske zahtevnosti v tem trenutku še neizvedljiva. Za modeliranje
agregacije proteinov pri različnih pogojih kot sta temperatura, pH in koncentracija
ionov v raztopini je zato potrebno sprejeti nekatere predpostavke, na katerih si bomo
zamislili naše proteine in njihovo agregacijo. Večina terapevtskih proteinov spada v
skupino monoklonskih protitles, ki jim v coarse grain približku ustreza oblika črke
Y. Ideja bi bila, da bi osnovno obliko črke Y razdelili na več delov, ki ustrezajo
posameznim delom monoklonskega protitelesa, kot so npr. Fab in Fac regije. Spe-
cifičnost proteinov oz. posameznih delov bi ob tem kontrolirali z izbiro jakosti in
obliko interakcijskih potencialov posameznih delov. Primer takšne transformacije
prikazuje Slika 3.1.
Zaradi površinske napetosti med večinsko nepolarnimi deli proteinov in vodo,
želijo skupki zavzeti obliko, pri kateri je površina na enoto volumna najmanjša. To
pa se zgodi ravno pri sferični obliki agregata.
Slika 3.1: Pirmer ideje približka pogostih terapevtskh proteinov-monoklonskih protiteles.
Kompleksna proteinska struktura je nadomešcena z osnovno geometrijsko obliko Y črke.
Modeliranje specifičnosti proteina je moč zagotoviti s specifično izbiro jakosti in oblike
interakcijskih potencialov, ki so označeni z različnimi barvami.
Ker bi takšno modeliranje agregacije še zmeraj bilo precej računsko časovno zah-
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tevno, smo v našem modelu naredili še en korak naprej in še dodatno poenostavili
našo sliko agregacije proteinov. Ko pride do agregacije oz. nukleacije nekaj osnovnih
monomerov se v principu tvorijo agregati zelo različnih oblik pri čemer se proteini
povsem ali samo delno prepletejo med sabo. To nam podajajo številni eksperi-
menti na proteinskih raztopinah dobljeni z metodo Micro-flow imaging [52]. Ko se
število proteinov v agregatih še malo poveča oz. se proteini v agregatu uredijo v
termodinamsko ugodnejše stanje pa le ti zavzamejo bolj kroglasto obliko. V grobem
zaradi površinske napetosti med večinsko nepolarnimi deli proteinov in vodo, želijo
skupki zavzeti obliko, pri kateri je površina na enoto volumna najmanjša. To pa
se zgodi ravno pri sferični obliki agregata. Ker je kompleksne geometrijske oblike
težko modelirati, smo se tako odločili opisati agregacijo proteinov v približku efek-
tivnih kroglastih delcev. Pri tem smo se odločili da bomo specifičnost proteinov
modelirali s pomočjo različne jakosti in oblike interakcije med njimi. Dozdajšnje
razumevanje agregacije proteinov namreč ne vsebuje podatkov o tem, da bi se pro-
teini vezali v agregate s specifičnimi regijami, temveč je vezava predvsem posledica
delovanje hidrofobne interakcije med vodi izpostavljenimi nepolarnimi deli proteina
[1]. Za simulacije agregacije smo si izbrali orodje KAPSEL-Kyoto Advanced Particle
Simulator for Electro-hydrodynamics [53].
3.2 Orodje KAPSEL
KAPSEL je prosto dostopno okolje namenjeno predvsem za simuliranje gibanja tr-
dnih delcev dispergiranih v enostavnih ali kompleksnih tekočinah [53]. Pri tem
uporablja tako imenovano metodo gladkega profila (smooth profile method-SPM).
To je metoda, ki upošteva vpliv gibanja tekočine in termičnega belega šuma na
gibanje delcev suspenzije. Ob tem vsebuje tudi učinkovito numerično shemo za
reševanje Newtonovih in Eulerjevih enačb gibanja za gibanje delcev, kot tudi za
reševanje Navier-Stokesove enačbe za gibanje delcev tekočine. V primeru sistema, v
katerem imamo poleg dispergiranih delcev prisotne še nabite elektolite, SPM metoda
upošteva tudi prispevek teh delcev in sicer preko reševanja Poisson-Boltzmannove
enačbe. Na splošno je torej s programom KAPSEL mogoče opisati pojave, v ka-
terih so pomembne tako hidrodinamske interakcije kot tudi elektro- hidrodinamske
sklopitve. Med take pojave spadajo sedimentacija, agregacija, elektroforeza, itd..
Med sisteme, v katerih so prisotni ti pojavi, lahko štejemo tudi vodno suspenzijo
proteinov [54].
Orodje KAPSEL omogoča, da za geometrijo delcev vzamemo kroglice oz. verige,
ki so lahko sestavljene iz kroglic različnih velikosti. KAPSEL ima v svoji dokumen-
taciji že pripravljene določene platforme za simulacije posameznih hidrodinamskih
oz. elektro-hidrodinamskih pojavov. Mi smo agregacijo proteinov simulirali v najo-
snovnejšem približku preko uporabe sferičnih delcev, ki se zaradi vpliva termičnega
šuma in privlačnih van der Waalsovih sil, hidrofobne interakcije ali van der Waalso-
vih sil med makroskopskimi telesi (Hamkarjev potencial) sčasomauredijo v skupke
oz. agregate. Pri tem obstaja tudi neposredna povezava med gibanjem delcev in
hidrodinamskim tokom tekočine [53].
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3.3 Upravljanje s simulacijskimi parametri
Orodje KAPSEL vključuje nabor platform za simuliranje hidrodinamskih proce-
sov. Kot prvo lahko uporabnik izbira med različnimi konstitutivnimi enačbami. Te
so Navier_Stokes, Shear_Navier_Stokes, Shear_Navier_Stokes_Lees_Edwards in
Electrolyte. Med sabo se razlikujejo po tem, da prva obravnava hidrodinamiko del-
cev v nestisljivi tekočini samo pod vplivom temperature in potenciala med delci,
drugi dve pa le-temu opisu dodata še možnost zunanje strižne sile, ki deluje na sis-
tem in je bodisi konstantna v smeri in jakosti ali pa oscilira z izbrano frekvenco.
Electrolyte pa na drugi strani predpostavlja, da so v sistemu poleg delcev inte-
resa pristoni še elektroliti, kar pomeni, da poleg Navier-Stokesove enačbe rešuje še
Poisson-Boltzmannovo enačbo. Znotraj posameznih konstitutivnih enačb je seveda
potrebno izbrati pomembne parametre sistema [53].
V magistrski nalogi smo obravnavali samo sisteme simulirane z konstitutivno
Navier_Stokes enačbo. Taka obravnava predstavlja primer študije agregacije pro-
teinov, katerih raztopine se nahajajo v vsebnikih, ki niso podvrženi zunanjim tre-
sljajem in katerih raztopine ne vsebujejo višjih koncentracij soli, ki bi vpivali na
dinamiko agregacije. Znotraj konstitutivne Navier_Stokes enačbe se nahajajo si-
mulacijski parametri, ki definirajo izid simulacije. Le ti so: DX - dolžina rešetke,
RHO - gostota tekočine, ETA - dinamična viskoznost tekočine, kBT - temperatura,
ki ustvarja beli šum (ni realna temperatura, temveč samo parameter!), alpha_v -
sorazmernostni faktor za flukturajočo translacijsko silo, ki jo povzroča termični šum,
alpha_o - sorazmernostni faktor za fluktirajočo rotacijsko silo, ki jo povzroča ter-
mični šum. Na Sliki 3.2 so vrednosti teh spremenljivk zaporedoma zapisane v prvem
zavitem oklepaju za napisom "Navier_Stokes". Kot vidimo so v tem primeru vse
vrednosti spremenljivk ena, izjema je le kBT, katere vrednost je pet. To sicer niso
realne temveč normalizirane količine, ki pa so preko spodaj napisanih enačb, zvezane
z realnimi fizikalnimi količinami z definiranimi enotami [55], [56].
Po izbiri konstituivne enačbe, orodje KAPSEL omogoča tudi izbiri različnih oblik
delcev (object_type), ki so spherical_particle, chain, rigid. Torej kroglice, verige
sestavljene iz različnega števila kroglic ali rigidne verige, ki se od prvih razlikujejo
po tem, da se ne zvijajo. Kot že obrazloženo in razvidno tudi iz Slike 3.2 smo izbrali
sferično obliko delcev. Pri tem so v prvem oglatem oklepaju na Sliki 3.2 zapisane
vrednosti spremenljivk s katerimi lahko še dodatno specifiziramo karakteristike sfe-
ričnih delcev. Zapovrstjo si sledijo: število delcev, razmerje med gostoto delcev in
tekočine, totalni naboj delcev v enotah negativnega osnovnega naboja ter 6 spre-
menljivk, ki opredelijo karakteristike delca, če bi le ta bil ’janus’. Torej, da bi zaradi
neenakomerne porazdelitve naboja imel delec v določeni smeri dipolni moment. Ker
smo v našem primeru delce obravnavali brez tovrstnih lastnosti, so na Sliki 3.2 vse
te vrednosti nastavljene na 0 [56].
Na Sliki 3.2 A_XI predstavlja mejno debelino med delcem in tekočino, ki jo upo-
rabnik lahko poljubno nastavlja. To pomeni, da površina delca ni diskretna ampak
ima neko difuzno debelino. V vseh naših simulacij je bila ta količina nastavljena
na 1, saj je bila takšna tudi v vseh primerih simulacij, ki jih je podal razvijalec
programske opreme. Najverjetneje takšna izbira daje najboljše rezultate z ozirom
na reševanje hidrodinamskih problemov s SPM metodo. Ta enka je podana v enotah
mrežni točk oz. številu kvadratkov, ki sestavljajo rešetko obravnavanega sistema.
Naslednja količina je radij kroglice A, ki je prav tako podan v enotah mrežne razda-
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Slika 3.2: Prvi del vnosne kode za simulacijo agregacije delcev. V njej je mogoče izbirati
različne konstitutivne enačbe in vnašati različne vrednosti spremenljivk.
lje. Za to količino smo izbrali 2, kar pomeni da je celotni premer kroglice zavzema 4
kvadratke rešetke. Z vidika natančnosti reševanja Navier-Stokesove enačbe, bi si že-
leli, da bi bil radij delca čim večji, vendar bi to pomenilo, da bi za simulacijo sistema
z določenim številom delcem potrebovali večjo simulacijsko škatlo oz. rešetko. Vse
skupaj pa vodi v večjo časovno zahtevnost simulacije. Takšna izbira velikosti delcev
se zato zdi smiselna, saj bo cilj simulacije doseči čim večje število delcev (10000) na
čim večjih časovnih skalah (do 3600 s). Uporabnik ima možnost izbrati tudi ali na
delce vpliva gravitacija in v kateri smeri. Tako v zavitem oklepaju pri gravity prva
vrednost predstavlja velikost gravitacijskega pospeška, druga pa smer, ki je bodisi v
smeri x, y, ali z. V naših simulacij smo učinek gravitacije zanemarili. Naslednja po-
membna količina je velikost oz. moč Lennard-Jones potenciala, podana s konstanto
EPSILON. Pri tem je pod LJ_powers moč izbrati tri različne pare potenc in sicer
12:6, 24:12 in 36:18 [56]. Sicer pa je ponavadi Lennard-Jonesov potencial zapisan v
obliki:










kjer je rm minimum potenciala, n = 6, 12, 18 , σ pa razdalja med delcema, pri kateri
je vrednost potenciala enaka 0. Običajno se v simulacijah predpostavi, da je σ
enaka premeru delca. Iz izvorne kode programa pa lahko razberemo, da je velikost
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interakcije med delcema z vhodnimi parametri zvezana na naslednji način:





σ ob tem predstavlja premer delca. Če torej primerjamo ti dve enačbi, vidimo, da
SPM metoda z vidika potenciala omogoča delno prekrivanje delcev, saj je razdalja,
ko je potencialna energija med delcema najmanjša, enaka premeru delca. Prav
tako je konstanta EPSILON definirana nekoliko drugače. Pomembno pa je, da je
vhodni parameter EPSILON neposredno zvezan z izbranim vhodnim parametrom
za termični šum kBT. Velja namreč, da sta vhodna parametra EPSILON in kBT,
sorazmerna. To pomeni, da nam njun kvocient direktno pove moč interakcije napram
termičnemu šumu. Ugodno je namreč, da je konstanta potenciala normirana na
enoto termične energije.
Naslednja v vrsti vhodnih parametrov je velikost simulacijske rešetke oz. ška-
tle: mesh. Kapsel omogoča samo binarno izbiro števila mrežnih točk v vseh treh
prostorskih dimenzijah. Torej z naravno potenco števila dva. Velikost simulacij-
ske škatle je ključno za časovno zahtevnost simulacije, saj je ta praktično odvisna
samo od reševanja Navier-Stokesove enačbe. Simulacije so potekale na škatli veliko-
sti 64 × 64 × 64. Ena takšna simulacija traja približno 4.5 ure in je neodvisna od
števila delcev. Zadnji ukaz na Sliki 3.2 predstavlja čas med posameznimi izračuni
sil na delce in tekočino. Možno je izbrati opcijo manual in auto. Pri simulaci-
jah smo izbrali opcijo auto, saj le ta upošteva, da mora biti pri hitrejšem gibanju
delcev ta čas krajši in obratno. Takšne so tudi predlagane nastavitve izdeloval-
cev programa. Pri ostalih nastavitvah prikazanih na Sliki 3.3, smo pod switch z
"ON"izbrali, da program rešuje tudi rotacijo delcev, z nadaljnim OFF pa, da se pri
Lennard-Jonesovem potencialu prav tako upošteva privlačni del potenciala. Z ON
je tukaj namreč možno izbrati samo odbojni del. Naslednja možnost pod switch
je izbira začetnega položaja delcev, kjer smo izbrali uniform_random, kar pomeni,
da so delci v začetku naključno razporejeni v simulacijski škatli. Seveda je glede
začetnega položaja delcev možno izbirati marsikaj, vse od FCC rešetke pa do popol-
noma avtonomne izbire uporabnika za posamezni delec. Pri naših simulacijah smo
za začetni položaj delcev izbrali homogeno razporeditev po celotnem prostoru. To
podaja ukaz uniform_random [56].
Edini še pomembni vhodni parameter, ki ga je smiselno spreminjati glede na
že obstoječo kodo, sta prvi dve vrednosti pri ukazu output. Dotični vrednosti se
nanašata na zajem in izpisov podatkov simulacije. Prva predstavlja število račun-
skih iteracij po katerih zajamemo položaje delcev, druga pa kolikokrat zajamemo
podatke. V našem primeru, na Sliki 3.3 smo torej skupno izvedli 100*1000 časovnih
korakov in 1000-krat zajeli položaje delcev.
3.4 Pretvorba simulacijskih količin v fizikalne
Vhodni parametri paketa KAPSEL so normalizirani na neko enoto realnih fizikalnih
količin. Gostota ρf in dinamična viskoznost η tekočine, mrežna razdalja ∆ (stranica
kocke, na katere je razdeljena simulacijska škatla) in realni čas enega časovnega
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Slika 3.3: Drugi del vnosne kode za simulacijo agregacije delcev. V njej je mogoče izbirati
različne opcije glede začetnega položaja delcev, števila iteracij, časa med posameznim
izračunom sile na delec in izpisa podatkov.
Zaradi tega lahko vhodne parametre simulacije kot sta RHO in ETA nastavimo na
1, realni čas enega časovnega koraka t pa nato pridobimo z ozirom na velikostjo
našega sistema. Vidimo, da je odvisnost kvadratna. Če želimo npr. narediti oceno
za vodno raztopino proteinov, ki so že agregirani v agregate velikosti 100 nm, mora
∆ biti enaka 25 nm, saj smo v simulacijah upostevali, da je premer delca enak 4∆.
Ker je gostota vode pri 20◦C enaka 1000 kg/m3 in dinamična viskoznost 1mPas,
dobimo iz zgornje enačbe 3.3 rezultat, da smo v simulaciji z 105 iteracijami simulirali
realni čas 125 µs. Računalnik pa je za to potreboval približno 4.5 ure. V vseh
naših eksperimentih pri različnih interakcijskih potencialih, smo simulirali agregacijo
proteinov kot efektivnih koloidnih delcev, ki so bili veliki od 1 nm -1000 nm. Po
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enačbi 3.3 smo v teh eksperimentih simulirali realen čas 1.25 µs -1.25 ms. Preko
enačb ρf∆3, η2/ρf∆2 in η2∆/ρf so podane enote mase, tlaka in energije [57].
Določitev realne temperature sistema je nekoliko bolj zahtevna. Vrednost koli-
čine kBT, ki jo vnesemo kot vhodni parameter vnosne kode, je neposredno povezana
z velikostjo termičnega šuma. In sicer,
⟨GVi ⟩ = ⟨GΩi ⟩ = 0 (3.4)
⟨GVi (t) ·GVj (0)⟩ = 3kBTαV δ(t)δij (3.5)
⟨GΩi (t) ·GΩj (0)⟩ = 3kBTαΩδ(t)δij (3.6)
kjer so kBT, αV , αΩ brezdimenzijski vhodni parametri, GVi in G
Ω
i pa predstavljata
naključno silo in navor, ki sta posledica termičnih fluktuacij v sistemu [58]. Da
bi ugotovili dejansko temperaturo, moramo najprej pridobiti difuzijski koeficient






preko katerih lahko potem pridobimo dejansko temperaturo [58]. Poleg dobro znanih
količin, dinamične viskoznosti tekočine η in a radija sferičnega delca, je v enačbah
prisoten tudi faktor K(Φ). Le-ta upošteva popravek zaradi periodičnih robnih po-
gojev, poleg tega pa je odvisen od Φ, ki predstavlja volumsko gostoto delcev. Ko gre
Φ proti 0, gre faktor K proti 1. Ker je torej ta faktor moteč v Einstein-Stokesovih
enačbah, bomo difuzijski koeficient določili v sistemu s čim manjšim Φ, torej ta-
krat ko je v simulacijski škatli samo en delec. To naredimo tako, da ga v začetku
postavimo v sredino rešetke in rišemo graf kvadrata oddaljenosti od začetnega po-
ložaja v odvisnosti od števila iteracij. Zaradi naključnosti procesa, moramo seveda
narediti veliko število meritev in povprečiti rezultate, da dobimo smiselen graf. Ta
graf nam pri zadostnem številu iteracij in ponovitev da linearno odvisnost, iz katere
s prilagajanjem premice pridobimo difuzijski koeficient. Za klasično difuzijo velja,
da je D0 = limt→∞⟨(Ri(t) − Ri(0))2⟩1/6t [57]. Glede na dva različna difuzijska
koeficienta enkrat spremljamo translacijo, drugič pa rotacijo delca. Tako načeloma
pridobimo dve različni temperaturi TΩ in T V . Ker v realnosti seveda obstaja samo
ena temperatura, je potrebno usklajeno določiti faktorja αV in αΩ v termičnih šu-
mih, da pridobimo izenačenje T V = TΩ. Do pravih nastavitev se torej pride po
principu: izbereš neka α faktorja, z vrsto simulacij izmeriš temperaturo, nato po-
praviš α faktorja in tako nadaljuješ.
Zaradi časovne potratnosti v simulacijah nismo upoštevali rotacije delcev. Prav
tako tudi nismo določali realne temperature, ki ustreza simulaciji, saj to v našem
primeru ni bilo potrebno. Za sam opis agregacije je namreč bolj pomembno koliko
agregatov nastane po določenem času, glede na razmerje velikosti termičnega šuma
napram velikosti van der Waalsove interakcije ali katerekoli druge privlačne interak-
cije med delci. Pri uporabi rezultatov simulacije in projekcije na realni sistem bi
namreč postopali po naslednjem načelu: najprej bi z neko eskperimentalno metodo
izmerili jakost interakcije med dvema delcema (proteinoma) in na ta način pridobili
koeficient B22, ki podaja to jakost. Ko bi pridobljeno moč interakcije primerjali
s kbT bi dobili razmerje med jakostjo interakcije in temperaturo sistema, ter tako
lahko realni proces agregacije projecirali na naše simulacije.
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3.5 Zajem in analiza podatkov
Program KAPSEL v splošnem deluje tako, da ga poženemo z ukazom, kjer mu
podamo 4 datoteke, eno z vrednostmi vhodnih parametrov (primer je predstavljen
na Slikah 3.2 in 3.3), drugo z definicijami parametrov, tretjo z izhodno datoteko in
četrto, ki jo lahko uporabimo kot vhodno datoteko za novo simulacijo, v kateri bo
začetno stanje enako sedanjemu končnemu. Privzeto je, da izhodno datoteko nato
odpremo v vizualizacijskem programu Gourmet. Tam lahko potem preko algoritmov
zapisanih v programskem jeziku Python poljubno manipuliramo izhodne podatke
simulacije. Z algoritmom na Sliki 3.4 je v grafičnem orodju Gourmet moč prikazati
podatke delcev (hitrosti in položaje) pri posamezni časovni operaciji. Tudi razvijalci
programa KAPSEL ponujajo ta program na njihovi spletni strani, a vendar se za
našo analizo ne izkaže kot primeren in zadosten. Tako je bilo potrebno napisati
novega, ki je predstavljen na Sliki 3.4.
Nadaljnje je možno s temi podatki manipulirati, risati npr. grafe odvisnosti
hitrosti oz. položaja posameznega ali več delcev od časa oz. števila iteracij in
podobno. Razvijalci programa KAPSEL ponujajo še en algoritem, ki ustvari kratek
film s katerim je možno z vizualizirati gibanje posameznih delcev. Čeprav je priročno
orodje za samo gledanje in približno ocenjevanje nastajanja agregatov, pa nam daje
samo kvalitativne podatke o tem procesu.
Za kvantitatvno analizo nastanka in velikosti agregatov skozi čas, je bilo torej
potrebno izbrati neko metodo. Napisal sem program, ki določi, kateri delci so v
posameznem agregatu in koliko je teh agregatov. Prvi del kode je predstavljen na
Sliki 3.5, drugi pa na Sliki 3.7. Osnovna ideja se skriva v tem, da če je razdalja
med delcem manjša od neke kritične, arbitrarno določene dolžine dc, potem rečemo,
da sta ta dva delca v agregatu. Nadalje pa pregledamo še vse ostale sosede teh
dveh delcev in vključimo v agregat tiste, ki so oddaljeni za manj kot dc. To re-
kurzivno ponavljamo za naslednje sosede delcev v agregatu. Tehnično je to sicer
malce zahtevnejše, saj moramo paziti, da delce, ki smo jih že prišteli k agregatu kot
sosede enega delca, ne prištevamo zraven pri obravnavi drugega delca v agregatu.
Program je pisan v programskem jeziku Python in uporablja podatkovne strukture
set. Prednost slednje je namreč ta, da ima podatke drevesno urejene, kar pomeni,
da je časovna zahtevnost programa s tem manjša kot če bi uporabljali array-e. V
začetku programa se seveda moramo tudi odločiti, pri kateri časovni iteraciji želimo
opazovati sistem. Poleg dc tako podamo tudi zaporedno iteracijo t.
V naših nadaljnih izračunih smo kritično tipično dolžino nastavili na 6 δ. Naj-
manjša razdalja med delcema z radijem 2 je namreč 4, tu pa smo rekli, da sta delca v
agregatu, če je prostor med njima manjši kot polovica delca. Druga logična možnost
je, da za primer simulacij ko med delci delujejo van der Waalsove sile, za določitev
kritične dolžine uporabimo Lennard-Jonesov potencial in sicer vzamemo odmik iz
minimuma, ko potencial doseže polovično vrednost minimalne vrednosti.Če izraču-
namo, dobimo, da je v brezdimenzijski obliki, torej ko je σ enaka 1 ta točka pri
1.377. Če to preračunamo za naš sistem s σ enak 4, dobimo za dc približno 5.51.
Takšna obravnava seveda velja, če se zavedamo, da opazujemo delce, katerih veli-
kost je enakega ranga kot doseg van der Waalsovih sil. Ker je tipičen doseg van der
Walsovih sil od 0.1-10 nm lahko tako obravnavamo delce take velikosti. Na Sliki 3.6
je z zeleno barvo predstavljen graf tega potenciala. Tudi iz slike je moč opaziti, da
je ta točka nekje pri 1.4. Na tem grafu sta z ornazžno in modro barvo predstavljena
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Slika 3.4: Kode za manipulacijo s podatki v grafičnem vmesniku Gourmet. Omogoča
prikaz položajev delcev pri posamezni simulacijski iteraciji in je del kode, ki omogoča
kvalitativno analizo števila agregatov pri nekem času.
Lennard-Jonesova potenciala s kombinacijo potenc 24: 12 in 36:18. Iz tega lahko
vidimo, da z naraščajočo potenco pada doseg potenciala.
Kot prikazano na Sliki 3.7 v programu najprej ustvarimo nek začeten set vsi, v
katerem so podane številke od 0 do N-1, ki predstavljajo N delcev v sistemu. Posebej
definiramo še funkcijo neighbours, ki sprejme dva delca in iz njune medsebojne
razdalje določi ali delca sta v skupku ali ne. Pri določitvi razdalje med delcema,
moramo seveda paziti na periodične robne pogoje, da res dobimo najmanjšo razdaljo.
Podatke o polozaju delcev pridobimo iz tabele dataList, ki jo ustvari algoritem na
Sliki 3.4. Pri tem dostopamo do x, y in z koordinate delca preko dataList[1+6∗ i][t],
dataList[2+6 ∗ i][t], dataList[3+6 ∗ i][t]. Poleg seta vsi ustvarimo še zunanji prazni
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Slika 3.5: Prvi del kode manipulacijskega algoritma, ki omogoča analizo agregatov in
njihovo nadaljno grafično predstavitev v programu Mathematica. Skupaj s kodama na
Sliki 3.4 in Sliki 3.7 omogoča analizo stanja sistema pri izbranem času t in mejni vrednosti
dc za tvorbo skupka.
set aggregati, v katerega se zaporedno shranjujejo števila delcev v posameznem
agregatu. Zatem ustvarimo ogrodno while zanko, ki teče tako dolgo dokler vsi
ni prazen. While zanka na začetku vzame najmanjši element a iz vsi in požene
rekurzivno funkcijo recur. While zanka v vsakem ciklu ustvari oz. izprazni set
cluster, v katerem se nahajajo delci, ki sestavljajo posamezni agregat in v katerega
recur. Rekurzivna funkcija sprejme delec a, nato najprej ustvari nov set candidates,
katerega prepiše vse delce, ki so za manj kot dc oddaljeni od delca a. Ti delci, ki se
prepišejo v set candidates, se ob tem izbrišejo iz seta vsi. Na ta način preprečimo,
da ne prihaja do dvojnega štetja delcev v agregatu. Nato recur samo sebe pokliče
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Slika 3.6: Lennard-Jonesov potencial s tremi različnimi kombinacijami potenc. Z zeleno
barvo je predstavljen potencial s potencami 12 in 6, z oranžno potence 24 in 12 , ter z
modro 36 in 18. Kot vidimo, doseg interakcije pada z naraščajočo potenco.
po vseh delcih, ki se nahajajo v candidates. Na koncu ali pa tudi na začetku, recur
zapiše element a, ki ga je prejela, v set cluster, ki se nahaja v zunanji while zanki.
Na koncu enega cikla while zanke, preštejemo število elementov cluster in to število
podamu zunanjemu aggregati.
S tem algoritmom pridobimo natančno število in velikost posameznih skupkov z
ozirom na izbrani dc. Jasno je seveda, da je pri večjem dc tudi več delcev prisotnih
v agregatu. Vendar je razlika minimalna, če izberemo za dc 5.5 ali 6. V drugem
primeru je pri 100 delcih morda skupno več agregiranih le za 3 ali 4. Torej manj kot
5%.
Za vizualizacijo dobljenih rezultatov je bilo potrebno narediti še nekaj izboljšav.
Tako smo podatke o položajih vseh delcev in delcih v posameznih agregatih prenesli
v orodje Mathematica. Tam smo z vizualizirali položaje vseh delcev pri določenem
času na način, da smo vsak agregat označili z drugačno barvo. Tako je lažje opazovati
rast agregatov skozi čas, obenem pa je to služilo tudi kot kvalitativna preverba
pravilnosti delovanja algoritma za določanje agregatov. To smo storili tako, da smo
zgornjemu algoritmu znotraj while zanke, dodali še dve for zanki, ki sta za vsak
delec v cluster, za vsak cikel while zanke izpisali podatke v nek tekstovno datoteko.
V drugo tekstovno datoteko sem izpisal še elemente končnega seta aggregati.
Podatke teh dveh datotek smo nato uvozili v Mathematico in z nekaj ustreznimi
mahinacijami s for zankami, kot prikazano na Sliki 3.8, podatke uredili na način,
da so bili v enem List-u zbrani vsi podatki o delcih v enem agregatu. Podatki o
položaju enega delca pa so prav tako bili zapisani v nekem List-u kot v nekakšnem
vektorju. Ko sem skupni List vseh List-ov vnesel v ListPointP lot3D sem dobil
3D graf s posameznimi agregati obarvanimi s svojo barvo. Zelo nazorno je moč
rezulate predstaviti tudi s histogramom velikosti agregatov. V Mathematici to eno-
stavno naredimo z vnosom List-a importiranih podatkov o velikosti agregatov, v
41
Poglavje 3. Modeliranje in metode
Slika 3.7: Drugi del kode manipulacijskega algoritma, ki omogoča analizo agregatov in
njihovo nadaljno grafično predstavitev v programu Mathematica. Skupaj s kodama na
Sliki 3.4 in Sliki 3.5 omogoča analizo stanja sistema pri izbrani iteraciji t in mejni vrednosti
dc za tvorbo skupka.
ukaz Histogram in izberemo ustrezno število stolpcev. Na ta način smo pripravili
kvantitivno vizualizacijsko pot za predstavitev rezultatov simulacije.
3.6 Spreminjanje potenciala v izvorni kodi programa
KAPSEL
Zaradi omejene možnosti izbire potenc Lennard-Jonesovega potenciala v dostopni
različici KAPSL-a, na pare potenc 12:6, 24:12 in 36:18, bi bile naše simulacije do
sedaj praktično omejene le na proučevanje agregacije pri teh treh potencialih. V
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Slika 3.8: Koda v programu Mathematica, ki izzove grafični prikaz položajev delcev, pri če-
mer vsak agegat obarva z drugačno barvo. Poleg tega pa poda tudi histogram porazdelitve
agregatov po njihovi velikosti v enoti delca.
osnovi bi tako program omogočal le simulacijo sistemov, pri katerih je doseg in-
terakcije praktično enakega reda kot velikost delcev. Če bi torej želeli preslikati
simuliranje agregacije delcev pri teh interakcijskih potencialih na naravne procese,
bi le ti obravnavali manjše molekule, velike največ nekaj atomov, med katerimi de-
jansko deluje privlačna van der Waalsova sila. Govorimo torej o velikostnem redu
0.1 nm oz. največ 1 nm. Če torej hočemo simulirati proces agregacije pri delcih ve-
likostnega reda 100, 1000 ali celo 10 000 nm, moramo vsekakor uporabiti drugačne
potenciale. Delci takih velikosti so lahko npr. že delci sestavljeni iz velikega števila
majhnih 2, 3 oz. 4 atomskih molekul, ali pa manjši agregati sestavljeni iz večjih
polimerov oz. proteinov in podobno.
Za potrebe analize agregacije v sistemih, v katerih se interakcija med delci raz-
likuje od tistih, ki jih v osnovi ponuja program KAPSEL, je bilo potrebno poseči v
izvorno kodo navedenega programa. S pomočjo programske opreme KDevelop je bilo
spreminjanje izvorne kode in njeno prevajanje precej poenostavljeno. S pregledom
kode se je izkazalo, da je ključna spremenljivka, ki podaja lastnosti interakcije med
delci spremenljivka LJ_powers. String, ki ga v obliki 12:6, 24:12, 36:18 podamo v
input.udf filu (ki požene program KAPSEL) v nespremenjeni različici predstavlja
namreč Lennard-Jonesove potenciale s temi potencami. Ta string se v izvorni kodi
preslika v vrednosti 0, 1, 2 spremenljivke LJ_powers, ki od tam naprej podaja vse
podatke, ki se navezujejo na lastnosti interakcije. Pri spreminjanu izvorne kode pro-
grama zaenkrat ni prišlo do dodajanja novih vrednosti spremenljivke LJ_powers.
Zaradi zmanjšanja možnosti napak smo potencial spreminjali samo tako, da smo v
izvorni kodi za LJ_powers 0 spremenili samo lastnosti potenciala. Tako je bil tudi
string v input datoteki zmeraj enak 12:6. Slika 3.9 prikazuje mesto v datoteki iz-
vorne kode interaction.h, kjer se nahaja funkcija Lennard_Jones_f, ki vrne velikost
sile na enoto razdalje med delcema, ki deluje med delcema. Zapisano v enačbi in s






kjer x predstavlja razdaljo med delcema, V pa njuno medsebojno interakcijo. Za
43
Poglavje 3. Modeliranje in metode
Slika 3.9: Spremenjeni del izvorne kode programa KAPSEL v interaction.h datoteki. Na
tem mestu funkcija Lennard_Jones_f izračuna in vrne vrednost interakcije med dvema
delcema na medsebojni razdalji x.










Če pogledamo izvorno kodo programa KAPSEL v datoteki interaction.h vidimo, da
dobimo točno tak rezultat. Tam sicer pride do uvedbe nove spremenljivke dmy =
σ/x, in koeficent pred oklepajem je že direktno izračunan in podan kot LJ_coeff.
Ob osnovni spremembi potenciala v datoteki interaction.h, ki je najpomembnejša,
obstaja še nekaj točk, kjer so prav tako podane lastnosti interakcije, ki vplivajo na
potek simulacije. Prvi taki točki se nahajata v datoteki input.cxx izvorne kode.
Na mestu prikazanem na Sliki 3.10 nastavimo pod možnostjo, kjer je LJ_powers=0
vrednost dummy_pow na vrednost minimuma našega potenciala v enoti delca. Spre-
memba na tem mestu je sicer pomembna samo, če je v naši simulaciji izbran način,
pri katerem se za opis fluidike rešuje Navier-Stokesova enačba z dodanim shear stres-
som oz. podoben način z Lees-Edwardsovimi pogoji. V isti datoteki izvorne kode
se nahaja še eno mesto okoli vrstice 1500. Na tem mestu prikazanem na Sliki 3.11
je podan A_R_cutoff, ki je prav tako enak minimumu potenciala v enoti delca.
Ta A_R_cutoff v načinu, ko je LJ_truncate enak 1 predstavlja, mejni medsebojni
položaj delcev ko se sproži delovanje potenciala. V simulacijskem načinu, ko je
LJ_truncate pozitiven, namreč želimo, da med delcema deluje samo odbojni del
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Slika 3.10: Vrstice v datoteki input.cxx izvorne kode programa KAPSEL, kjer vrednost
dummy_pow nastavimo na pozicijo minimuma potenciala v enoti velikosti delca. Ta
nastavitev je pomembna samo pri izbiri simulacijskih načinov Shear_Navier_Stokes in
Shear_Navier_Stokes_Lees_Edwards.
potenciala. Zaradi prihranka na računskem času simulacije, pride do upoštevanja
delovanja potenciala med delcema šele, ko je njuna medsebojna razdalja enaka ali
manjša od A_R_cutoff. Jasno je namreč, da v območju, kjer je medsebojna razda-
lja med delcema manjša od minimuma potenciala, zelo močno prevladuje odbojni
del. Vse simulacije, ki ne dovoljujejo stikanja delcev (kot npr. KAPSEL) in je le to
vpeljano s pomočjo odbojnega potenciala, delujejo na ta način.
Slika 3.11: Mesto v datoteki input.cxx, kjer se nahaja spremenljivka A_R_cutoff, ki jo
moramo ob spreminjanju potenciala nastaviti na vrednost, ki je enaka položaju minimuma
potenciala v enoti delca. Ta nastavitev je sicer nujna samo pri izbiri simulacijskega načina
ko je LJ_truncate = 1, saj takrat v simulaciji upoštevamo samo odbojni del potenciala.
Še zadnji del, kjer je nujno spremeniti določene vrednosti pri spreminjanju po-
tenciala v izvorni kodi, se nahaja v datoteki init_particle.cxx. Na mestu ki ga
prikazuje Slika 3.12, kjer se nahaja že prej omenjeni A_R_cutoff, je prav tako po-
trebno nastaviti to vrednost na položaj minimuma potenciala. V tem primeru le ta
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služi temu, da v začetni naključni postavitvi delcev v prostoru, preprečimo, da bi
bila medsebojna razdalja med delci manjša kot je položaj minimuma potenciala.
Slika 3.12: Mesto v datoteki init_particle.cxx, kjer se nahaja spremenljivka A_R_cutoff,
ki jo moramo ob spreminjanju potenciala nastaviti na vrednost, ki je enaka položaju mini-
muma potenciala v enoti delca. Ta nastavitev je sicer nujna samo pri izbiri simulacijskega
načina ko je LJ_truncate = 1, saj takrat v simulaciji upoštevamo samo odbojni del po-
tenciala.
Opisani posegi v izvorno kodo so nam prišli zelo prav pri proučevanju sistemov
delcev, med katerimi delujejo drugačne interakcije kot jih ponujaja osnovna koda
programa KAPSEL. Rezultati teh simulacij so prikazani v poglavju z rezultati pri
spreminjanju potenciala in multi scallingu.
3.6.1 Vstavljanje Hamakerjevega interakcijskega potenciala
Da bi lahko ustrezno simulirali agregacijo med delci med katerimi deluje makro-
skopska van der Waalsova sila oz. t.i. Hamakerjev potencial z privlačnim delom
1/r moramo v izvorno kodo KAPSL-a dodati ustrezno obliko potenciala z doda-
nim odbojnim delom. Odbojni del namreč preprečuje popolno združevanje delcev,
oz. prehajanje delcev eden skozi drugega, poleg tega pa je obsoj efektivne trde sre-
dice potenciala (hardcorna oblika) nekako obligatorna tudi zaradi delovanja samega
KAPSL-a saj je le-ta drugače nestabilen. Z izbiro potence odbojnega dela, lahko
nekoliko tudi vplivamo na samo obliko potenciala oz. na njegov doseg, vendar le ta
ni odločilen.To prikazuje tudi Slika 3.13, ki prikazuje potenciale −1/r+(1/r)n, kjer
je n enak 12, 20 ali 100. Pri tem je možno opaziti, da je pri višji potenci odbojnega
potenciala doseg nekoliko krajši, poleg tega pa se z naraščajočo potenco poveča tudi
globina potenciala. Iz Slike 3.13 pa je moč opaziti tudi to, da so vsi potenciali od
približne razdalje 1.5 na enoto velikosti delca naprej, praktično skladni.
Če definiramo doseg potenciala kot razdaljo v kateri velikost potenciala v mi-
nimumu pade na polovično vrednost, potem lahko prejšnje kvalitativne trditve
tudi bolj kvantitativno potrdimo. Doseg Lennard-Jonesovega potenciala podan na
enoto premera kroglastega delca s potencama 6 in 12 znaša 1.3778, pri potencialih
−1/r + (1/r)n, kjer n po vrsti zaseda vrednosti 12, 20 in 100 pa 2.73476, 2.46428
in 2.1164. Vidimo torej, da je ne glede na izbiro odbojnega potenciala doseg Ha-
makerjeve interakcje zmeraj precej večji. Glede na vse ugotovitve, lahko postavimo
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Slika 3.13: Oblika potenciala −1/r+ (1/r)n za n je enak 0, 12, 20, 100. Doseg potenciala
z naraščajočo potenco pada, globina potenciala pa narašča. Za razdlaje r/σ > 1.5 se
potenciali popolnoma prekrivajo.
sklep, da lastnosti agregacije delcev pri Hamakerjevem potencialu, niso bistveno od-
visne od izbira odbojnega dela potenciala. Je pa izbira odbojnega dela potenciala
pomembna glede na mejni pogoj s katerim določamo, ali sta dva delca agregirana ali
ne. Minimum potenciala, kjer se začne čutiti vpliv odbojnega dela, mora biti torej
precej manjši od mejnega pogoja za agregacijo. Ker bomo v nadaljevanju zmeraj
govorili o skupku dveh delcev, če bosta na medsebojni razdalji manjši od četrtine ve-
likosti delca, moramo torej izbrati n, ki bo dal zadosti majhen minimum. To zlahka
dosežemo, če vzamemo za n = 100. Pri tej izbiri znašata namreč dmin = 1.04762σ
in d1/2 = 2.1164σ. Vse nadaljne simulacije s Hamakerjevim potencialom so bile tako
izvedene z odbojnim delom (1/r)100.
3.6.2 Vstavljanje hidrofobnega interakcijskega potenciala
Podobno kot smo za opis agregacije med delci med katerimi deluje Hamakerjeva
interakcija izbrali ustrezen potencial (s privlačnim in odbojnim delom), ki smo za
vstavili v izvorno kodo KAPSL-a, moramo to storiti tudi za simulacije agregacije
med delci, med katerimi deluje hidrofobna interakcija.
Za nadaljno analizo je prikladno hidrofobni potencial (2.12) iz poglavja Teore-
tične osnove agregacije proteinov prepisati v obliko, v kateri vpeljemo kot parameter
razdaljo med središčema kroglastih delcev namesto razdalje med stičnima površi-
nama D. Ob tem velja, da je D = r2 − r1 − σ, pri čemer je σ premer delcev,
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Hidrofobni interakciji smo dodali ustrezni odbojni člen in vpeljali obliko potenciala,
ki je lahko uporabljena pri različnih velikosti delcev in je ob tem ohranjen doseg
hidrofobne interakcije, ki je reda 1nm. Tako smo zapisali obliko :
W = 2γi(Ae
−kf( r




kjer je f = σ/r skalirni faktor, ki podaja razmerje med velikostjo delcev in dose-
gom potenciala. V primeru, da je velikost delcev enaka 1 nm in med njimi deluje
hidrofobna interakcija je skalirni faktor enak 1. V primeru da so delci veliki 10 nm
je enak 10, itd. A in k sta pozitivni in zadostno veliki poljubni konstanti, ki pred-
stavljata odbojni del potenciala. Z naraščajočima vrednostima A in k dobimo bolj
ostro efektivno obliko potenciala trde sredice. γi in σ pa sta že od prej znani količini.
Dodatna argumentacija in vpeljaca te oblike ter primerjava hidrofobnega potenci-
ala z Lennard-Jonesovim in Hamakerjevim potencialom je podana v Dodatku. Ob
tem smo ugotovili, da izbira vrednosti konstant A = 100 in k = 100 odbojnega
potenciala, zadostno malo vpliva na eksponentno privlačno interakcijo hidrofobnega
potenciala.
Za analizo nastanka agregatov smo za kritično dolžino nastanka agregata med
dvema delcema tako kot v drugih primerih potencialov za vse simulacije izbrali dc =
1.25σ. Torej velikosti ene mrežne točke. Ob tem je doseg hidrofobnega potenciala
v enotah mrežnih točk ob različnih velikosti delcev seveda različen. Pri skalirnem
faktorju f = 1 je enak d1/2 = 1.8σ, f = 10 je enak d1/2 = 1.08σ, f = 100 je enak




V tem poglavju so predstavljeni glavni rezultati simulacij agregacije efektivnih koloi-
dnih delcev, med katerimi deluje bodisi Lennard-Jonesov, Hamakerjev ali hidrofobni
parski interakcijski potencial. Predstavljeni so rezultati agregacije pri različnih go-
stotah delcev v sistemu in razmerjih med jakostjo interakcije in termičnim šumom
podanim z razmerjem ϵ/kbT . V prvem delu so tako predstavljeni rezulati simulacij z
Lennard-Jonesovim potencialom, kjer velikost delcev ustreza dosega interakcije pri
razmerju jakosti interakcije v primerjavi s termičnim šumom ϵ/kbT = 2 in ϵ/kbT = 1.
V drugem delu so predstavljeni rezultati s Hamakerjevim potencialom, kjer velikost
delcev ustreza dosegu potenciala pri razmerju ϵ/kbT = 5 (kar zagotavlja gotovo
agregacijo) pri različnem številu delcev. V zadnjem delu predstavljamo še rezultate
simulacij s hidrofobno interakcijo. Tu smo uvedli pristop več tipičnih dolžinskih enot
(multi-scalling) pri čemer smo ohranili doseg hidrofobne interakcije pri različnih ve-
likostih delcev. Predstavljeni so rezultati simulacij delcev velikih 1-1000 nm, med
katerimi deluje hidrofobna interakcija s tipičnim dosegom 1 nm.
4.1 Simulacije aggregacije na osnovi Lennard-Jonesovega
potenciala
Raziskali smo agregacijo proteinov kot efektivnih koloidnih delcev med katerimi
deluje Lennard-Jonesov potencial s potencama 6 in 12. Simulacije smo izvedli pri
različnem številu delcev (10, 50, 100) in pri različnih razmerjih med močjo interakcije
in termičnim šumom ϵ/kbT . Preko opazovanja števila agregatov skozi čas je na ta
način možno predvideti tudi ali pri posameznih pogojih stabilni agregati sploh lahko
nastanejo ali ne. Drugi parametri so bili izbrani kot na Slikah 3.2 in 3.3 v Poglavju
3.
4.1.1 Agregacija v režimu interakcij močnejših od termičnega
šuma
Za obravnavo režima agregacije, ko so interakcije močnejše od termičnega šuma, smo
izbrali razmerje ϵ/kbT=2, ko bi pričakovali, da je sistem že močno nagnjen k na-
stanku agregatov. V termodinamskem ravnovesju je namreč verjetnost za določeno
stanje sorazmerno Boltzmannovi poradzelitveni funkciji, torej P ∝ exp(−E/kbT ).
Če v približku za energijo E vzamemo kar energijo interakcije w, ki je negativna
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(ker je van der Waalsov potencial privlačen) in sorazmerna z ϵ, dobimo pri razmerju
2, da je vezano stanje dveh delcev 7.4 krat bolj verjetno kot nevezano. Če imamo
večdelčni sistem, je ta verjetnost še večja, ker je celotna interakcijska (potencialna)
energija sorazmerna s številom vseh parov med delci, torej E ∼ N(N − 1)w. V tem
primeru torej pričakujem nastanek stabilnih agregatov.
Slika 4.1: Agregacija pri 10 delcih in razmerju ϵ/kbT = 2, po 103, 104 in 105 časovnih
korakih od leve proti desni. Na slikah zgoraj so delci v agregatu obarvani z isto barvo.
Histogrami spodaj prikazujejo porazdelitev agregatov. Na x osi je podana velikost agregata
v enoti delca.
Na Sliki 4.1 so predstavljeni rezultati simulacije na 10 delcih pri razmerju ϵ/kbT
enako 2. Prikazani podatki tega sistema so zajeti po 103, 104 in 105 časovnih korakih.
Opazimo lahko, da po 104 časovnih korakih praktično ne nastane še noben agregat.
Za razliko pa pri 105 časovnih korakih že dobimo agregat s 6 delci. Če bi simulacija
trajala še nekaj časa, bi verjetno na koncu vsi delci bili v enem agregatu.
To opazimo pri naslednjem primeru na Sliki 4.2, kjer imamo sicer sistem z veliko
večjo številsko gostoto s 100 delci. Opazimo lahko, da že po 1000 časovnih korakih
nastane en velik agregat, v katerem je več kot polovica delcev. Nadalje ta agregat
sicer razpade na več manjših agregatov, ki štejejo nekje okoli 15, 30 in 40 delcev. S
tem je moč opaziti pojav, ki je sicer še boljše viden, če pogledamo celoten posnetek
simulacije. Torej, da tudi pri tej močni sklopitvi agregacija ni enosmeren proces,
temveč hkratno prihaja do nastajanja in razgrajevanja agregatov. Ta proces je še
najbolj opazen na robu večjega agregata. Kljub temu pa je na sliki očitno, da se
je število delcev, ki so ujeti v agregate povečalo od 103 na 104 časovnih korakov.
Kot rečeno že prej, pa so pri 105 časovnih korakih praktično vsi delci ujeti v enem
agregatu. Pri desetih delcih v sistemu po 105 časovnih korakih še najbrž nismo
dosegli tega učinka, ker delci v tem primeru enostavno potrebujejo več časa, da
se srečajo. Povzamemo lahko, da je agregacija pri močnem privlačnem potencialu
sicer dvosmerni proces, vendar s časom teži k nekemu dinamičnemu ravnotežju v
prid nastanka velikega agregata.
To potrjuje tudi Slika 4.3, kjer so predstavljeni rezultati sistema, v katerem
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Slika 4.2: Agregacija pri 100 delcih in razmerju ϵ/kbT = 2, po 103, 104 in 105 časovnih
korakih od leve proti desni. Na slikah zgoraj so delci v agregatu obarvani z isto barvo.
Histogrami spodaj prikazujejo porazdelitev agregatov. Na x osi je podana velikost agregata
v enoti delca.
imamo 50 delcev in enako razmerje kot prej. Z naraščajočim številom časovnih
korakov lahko ponovno opazimo narašcanje števila agregiranih delcev in rast enega
samega velikega agregata. Ker je gostota delcev manjša kot pri primeru s stotimi
delci, po 105 časovnih korakih še nimamo enega samega velikega agregata, zato pa
imamo dva manjša, in samo en neagregiran delec.
Slika 4.3: Agregacija pri 50 delcih in razmerju ϵ/kbT = 2, po 103, 104 in 105 časovnih
korakih od leve proti desni. Na slikah zgoraj so delci v agregatu obarvani z isto barvo.




4.1.2 Agregacija v režimu interakcij primerljivih s termičnim
šumom
Naslednji zanimivi primer je situacija, ko je termični šum enakovreden privlačni
interakciji med delci (ϵ/kbT = 1). Na Sliki 4.4 so prikazani rezultati simulacije s
takšnim pogojem za sistem s stotimi delci. Moč je opaziti, da že pri 103 simulacijah
dobimo agregat velik šestdeset delcev. Ta ostane enak tudi pri 104 iteracijah, za
minimalno pa se povečajo manjši agregati veliki do deset delcev. Zanimivo je tudi,
da po 105 iteracijah, velik agregat razpade na manjše skupke, ki štejejo manj kot
petnajst delcev. Če bi podrobneje zajemali podatke, kot je to možno opazovati na
Slika 4.4: Agregacija pri 100 delcih in razmerju ϵ/kbT = 1, po 103, 104 in 105 iteracijah
od leve proti desni. Na slikah zgoraj so delci v agregatu obarvani z isto barvo. Histogrami
spodaj prikazujejo porazdelitev agregatov. Na x osi je podana velikost agregata v enoti
delca.
simulacijskem videu, bi opazili, da agregati relativno hitro nastajajo, a tudi relativno
napram primeru z ϵ/kbT razpadajo. Kljub temu zaradi velike gostote delcev, skoraj
vedno obstajajo agregati veliki okoli deset delcev. Če namreč pogledamo Sliko 4.5,
kjer imam rezultate za sistem s pol manj delci, opazimo da veliki agregati praktično
ne nastanejo. Največji namreč šteje šest delcev. Prav tako vidimo, da velikost agre-
gata ni korelirana s številom iteracij. To se enkrat potrjuje hipotezo o nestabilnosti
sistema. Pri takšnih nestabilnih sistemih, bi bilo za ugotovitev realnega stacionar-
nega stanja potrebno zajeti podatke iz velikega števila simulacij ob določenem času.
Predstavljeni podatki namreč pripadajo samo eni ali povprečju dveh simulacij.
Zadnja dva primera tudi nakazujeta možnost obstoja morebitnega strukturnega
prehoda za nastanek enega velikega agregata, pri pogoju ko sta termični šum in
interakcija popolnoma enakovredna. Iz zgornjih dveh primerov bi lahko ocenili, da
se nahaja nekje med petdeset in sto delci. Pri petdesetih delcih namreč v nobenem
zajemku nismo našli agregata, pri sto delcih pa je sicer ta bil zelo nestabilen, a je
nastal.
Pri simulacijah predstavljenih v tem poglavju smo uporabili osnoven način simu-
lacije, ki ga omogoča programska oprema KAPSEL, brez spreminjanja dosegov in
oblike interakcijskih potencialov. V osnovi tako program omogoča simulacijo siste-
mov, pri katerih je doseg interakcije praktično enakega reda kot velikost delcev. Ker
52
4.2. Spreminjanje potenciala in multi scalling
Slika 4.5: Agregacija pri petdesetih delcih in razmerju ϵ/kbT = 1, po 103, 104 in 105
iteracijah od leve proti desni. Na slikah zgoraj so delci v agregatu obarvani z isto barvo.
Histogrami spodaj prikazujejo porazdelitev agregatov. Na x osi je podana velikost agregata
v enoti delca.
je doseg van der Waalsovih interakcij reda 1 nm, ob tem ko želimo preslikati rezul-
tate teh simulacij na neke naravne procese, le ti tako obravnavajo manjše molekule,
velike največ nekaj atomov, med katerimi ddeluje privlačna van der Waalsova sila.
Govorimo torej o velikostnem redu delcev 1 nm.
4.2 Spreminjanje potenciala in multi scalling
Če torej hočemo simulirati procese agregacije pri delcih velikostnega reda 100, 1000
ali celo 10 000 nm, ki ustrezajo velikostim bioloških makromolekul oz. njihovim
skupkom, moramo vsekakor uporabiti drugačne potenciale. Takim velikostnim re-
dom ustrezajo delci, ki so npr. manjši agregati, sestavljeni iz velikega števila majhnih
2, 3 oz. 4 atomskih molekul, ali pa prav tako manjši agregati sestavljeni iz večjih
polimerov ali proteinov in podobno. Za ustrezno obravnavo teh problemov smo se
tako morali poslužiti spreminjanja programske kode na način, da smo lahko uvedli
nove potenciale (opisano v poglavju 3.6) in uvedli pristop tipičnih dolžinskih enot
(multi-scaling).
4.2.1 Hamakerjev interakcijski potencial
V prvem primeru smo za opis agregacije med makroskopskimi (100-10000 nm) delci
uvedli tako imenovani Hamakerjev potencial, ki predstavlja interakcijo med delci, ki
so sestavljeni iz večih delcev med katerimi deluje van der Waalsova privlačna sila.
Na ta način si lahko simulacijske kroglične delce predstavljamo že kot agregate sesta-
vljene iz manjši delcev med katerimi vlada van der Waalsova interakcija, pri čemer
med agregati deluje Hamakerjeva interakcija. Napram van der Waalsovi interakciji
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je ta interakcija precej daljnosežnejša, saj se njen privlačni del spremeni iz 1/r6 v
1/r.
Simulacije s Hamakerjevim potencialom smo tako izvedli pri različnem številu
delcev in jakosti potenciala. Kot že v prejšnjem poglavju z rezultati, se je tudi tu po-
trebno določiti mejo, pri kateri lahko rečemo, da sta dva delca agregirala. V primeru
z Lennard-Jonesovimi potenciali je bila ta razdalja med delcema dc določena z razda-
ljo na polovični vrednosti minimimuma d1/2. V primeru Hamakarjevega potenciala
pa d1/2 znaša 2.1164 σ, kar praktično pomeni, da že ko sta delca na razdalji svojih
dveh velikosti narazen, čutita kar precej močan potencial. Za analizo agregatov,
smo tako uporabili pogoj, da sta dva delca agregirana če njuna medsebojna razdalja
manjša od dc=1.25σ. Pri vseh simulacij smo uporabili vhodne parametre podobne
kot prej. Gostota delcev in vode je bila izenačena, njihov premer je v sistemu ve-
likosti 26 × 26 × 26 mrežnih točk, znašal 4 mrežne točke, razmerje med ϵ/kbT pa
smo nastavili na 5, kar pomeni, da je bila sama interakcija za faktor 5 močnejša od
termične energije. Pri takšnih nastavitvah smo pri simulacijah z Lennard-Jonesovim
potencialom v prejšnjem poglavju, brez težav dobili popolno agregacijo. Sedaj nas
zanima, kako se pri enakih pogojih obnaša bolj daljnosežni Hamakerjev potencial.
Slika 4.6: Agregacija pri stotih delcih med katerimi deluje Hamakerjev potencial z raz-
merjem ϵ/kbT=5, po 103, 104 in 105 časovnih korakih od leve proti desni. Na slikah zgoraj
so delci v agregatu obarvani z isto barvo. Histogrami spodaj prikazujejo porazdelitev agre-
gatov. Na x osi je podana velikost agregata v enoti delca. Za kritično dolžino (cutoff) dc,
ki določa, kdaj sta delca ujeta v agregatu je bil izbrana četrtina velikosti delca dc = 1.25σ.
V relativno gostem sistemu s 100 delci, smo simulacijo pognali do 103, 104 in
105 časovnih korakov. Slika 4.6 prikazuje rezultate teh simulacij. Po 103 časovnih
korakih nastanejo štirje manjši skupki, ki štejejo od 11 pa do 16 delcev. Do prave
agregacije torej še ne pride. Po 104 časovnih korakih največji agregat znaša 66
delcev, medtem ko se poveča število majhnih agregatov, ki štejejo 5 oz. 6 delcev.
Kot je razvidno iz Slike 4.6 pa so po 105 časovnih korakih že vsi delci zbrani v
enem agregatu. Do tega pa pravzaprav pride že po 45800 časovnih korakih. Glede
na dosedanje simulacije z Lennard-Jonesovimi potenciali, bi lahko opazili, da je do
popolne agregacije prišlo relativno hitro, vendar spet ne tako zelo, da bi ta rezultat
lahko pripisali izključno vplivu potenciala.
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Potrebno je namreč omeniti, da se sistem pri tako daljnosežnem potencialu prak-
tično že na začetku po 103 iteracijah nahaja v relativno zelo ugodnem termodinam-
skem stanju, kar potrjuje tudi dejstvo, da če bi za mejno dolžino agregacije dveh
delcev dc nastavili doseg potenciala d1/2 = 2.12σ, bi dobili rezultat, da se vsi delci
nahajajo v agregatu. To prikazuje tudi Slika 4.7. Ko je razdalja med dvema delcema
namreč v okolici dosega potenciala, gradient potenciala k še večjemu približevanju
delcev ni več tako močan. . Ob tem je potrebno omeniti, da obnašanje agregacije
večdelčnega sistema ne moremo predvidevati samo na podlagi parske interakcije. To
pomeni, da močnejši in daljnošežnješi potencial še ne pomeni nujno hitrejše agrega-
cije. Ta nam seveda veliko pove o ugodnosti posameznega stanja, ne pa tudi veliko
o samem vplivu na kinetiko. Kot izgleda je nasplošno za samo kinetiko in hitrost
tvorbe agregatov pomembnejši šum, ki omogoči, da delec-protein čimbolj razišče
fazni prostor.
Slika 4.7: Analiza agregacije pri stotih delcih z medsebojnim Hamakerjevim potencialom z
razmerjem ϵ/kbT=5, po 103, 104 in 105 časovnih korakih od leve proti desni. Analizni pogoj
za določitev agregacije dveh delcev je, da je njuna medsobojna razdalja manjša od dosega
interakcije. Na slikah zgoraj so delci v agregatu obarvani z isto barvo in so zaradi posebne
(neustrezne) izbire praga agregacijske razdalje vsi v enem agregatu. Za kritično dolžino
(cutoff) dc, ki določa, da sta delca ujeta v agregatu, je bil izbran doseg Hamakerjevega
potenciala d1/2 = 2.11σ.
Da pri potencialu z velikim dosegom ne pride nujno do hitre in popolne agregacije
delcev v en agregat, potrjujejo tudi rezultati sistema s pol manjšim številom delcev,
pri enakih pogojih in enakem potencialu. Rezultate prikazuje Slika 4.8.
Pri analizi teh rezultatov kot prvo opazimo, da v tem primeru po 105 iteracijah
še ne pride do tvorbe samo enega agregata, temveč obstajajo trije s 33, 14 in 3
delci. Iz grafične predstavitve položaja delcev na tretjem diagramu na Sliki 4.8
je sicer moč opaziti, da se skupki že nahajajo relativno blizu. Praktično enaka
razporeditev delcev po agregatih obstaja namreč že od 38300 iteracije. Vmes je
prišlo do manjše prerazporeditve delcev med manjšima agregatoma, vendar dolgo
prišlo niti do pravega približanja vseh treh agregatov. Zelo daljnosežen potencial ima
torej tudi lastnosti, ki zavirajo približevanje manjših skupkov. V sistemu treh delcev
po 103 časovnih korakih še ne pride do omembe vredne agregacije. Vidimo sicer,
da se delci že povezujejo v skupke, vendar ta proces ni nič hitrejši kot v sistemih
z Lennard-Jonesovim potencialom. Največji skupek šteje 8 delcev, kar nekaj pa
jih vsebuje 5 delcev. Po 104 časovnih korakih pride do tvorbe enega agregata, ki
zavzema 40% delcev. V nadaljevanju se ta še poveča do tvorbe stanja pri 38300
iteracijah, ki smo ga že opisali.
Če povzamemo lastnosti daljnosežnega Hamakerjeva potenciala, vidimo da na-
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Slika 4.8: Analiza agregacije pri 50 delcih z medsebojnim Hamakerjevim potencialom z
razmerjem ϵ/kT=5, po 103, 104 in 105 iteracijah od leve proti desni. Na slikah zgoraj
so delci v agregatu obarvani z isto barvo. Histogrami spodaj prikazujejo porazdelitev
agregatov. Na x osi je podana velikost agregata v enoti delca. Za kritično dolžino (cutoff)
dc, ki določa, kdaj sta delca ujeta v agregatu, je bila izbrana četrtina velikosti delca dc =
1.25σ.
pram potencialom, ki smo jih spoznali do sedaj, in katere bomo še spoznali v nada-
ljevanju, daljnosežnost tega potenciala ne povzroči dosti hitrejše agregacije. Po eni
strani se ta vpliv tudi nekoliko izniči, saj je v tako majhnem in gostem sistemu ob
tako daljnosežnem potencialu praktično vsako stanje že zelo termodinamsko ugodno,
kot prikazuje Slika 4.7.
4.2.2 Hidrofobna interakcija
Kot že opisano v Poglavju 3 in v Dodatku 6.1, smo za simuliranje agregacije med
delci, med katerimi deluje hidrofobna interkacija, najprej uvedli skalirni zapis po-
tenciala (enačba ?? ki smo mu dodali odbojni člen). Ob tem smo uvedli skalirni
faktor f = σ/λ0, ki podaja razmerje med velikostjo delcev in dosegom interakcije
in faktorja A in k, ki karakterizirata odbojni del potenciala, γi in σ pa že od prej
znani količini.
V simulacijah smo najprej uporabili hidrofobni potencial z izbiro konstant A =
100 in k = 100 in sicer pri različnem številu delcev in seveda različnem skalirnem
faktorju f . Vsi ostali parametri simulacije so bili enaki parametrom opisanim v
poglavju o opisu metode. Velikost delcev je bila enaka 4 mrežnim točkam, razmerje
ϵ/kbT pa je bilo enako 5. Ker je hidrofobna interakcija zelo močna, nas zanima
predvsem časovna odvisnost nastanka agregatov pri različnem skalirnem faktorju.
Relativni doseg interakcije glede na velikost delcev σ se namreč manjša prav s fak-
torjem f . To pomeni, da se pri večjem f delci pri svojem naključnem gibanju morajo
precej bolj približati eden drugemu, da sploh začutijo potencial.
V teh sistemih je zato najbolj smiselno, da izberemo, da je dc enak 1.25σ, torej
eni mrežni točki.
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Agregacija delcev velikosti 1nm
Slika 4.9 prikazuje rezultate simulacij za sistem s 100 delci velikosti 1 nm (kar je pod
velikostjo tipičnih proteinov) (f = 1), med katerimi deluje privlačna hidrofobna in-
terakcija. Zaradi relativno dolgega dosega napram Lennard-Jonesovemu potencialu,
pričakujemo zelo hitro agregacijo, kot mejno vrednost dc za analizo agregacije, pa
tukaj nastavimo dc = 1.25σ, da je konsistentno z nadaljnjimi analizami agregacije
za večje delce. Ker je doseg hidrofobnega potenciala (1 nm) v tem primeru enak kar
velikosti delcev, so delci ujeti že v trdnem agregatu, ko je dosežena razdlaja med
delci dc = d1/2 = 1.80σ. Čeprav se delci kar močno povezujejo že po 103 iteracijah,
Slika 4.9: Analiza agregacije pri stotih, 1 nm velikih delcih z medsebojno hidrofobno
interakcijo z razmerjem ϵ/kbT=5, po 103, 104 in 105 iteracijah od leve proti desni. Na
slikah zgoraj so delci v agregatu obarvani z isto barvo. Histogrami spodaj prikazujejo
porazdelitev agregatov. Na x osi je podana velikost agregata v enoti delca.
pa pričakovano že po 104 iteracijah prihaja do pravih agregatov, v katerih so delci
tesno skupaj. Takšnih agregatov velikosti od 10 pa do 22 delcev je 6, vsi delci pa
so že povezani v agregate in agregati v nadaljevanju več ne razpadajo. Temu sledi
proces agregacije agregatov v večji agregat. Ta proces je seveda nekoliko daljši, saj
se gibanje agregatov z naraščajočo velikostjo upočasnjuje in tako je potrebno več
časa, da pride do stika. Vsi delci so zbrani v enem agregatu po 63000 iteracijah, kar
pri delcih velikosti 1 nm po enačbi 3.3 ustreza realnemu času 0.39 ns.
Pri enakih pogojih si poglejmo še sistem s 50 delci. Pri tem pričakujemo, da
proces agregacije nekoliko počasnejši, saj je skupno število trkov med delci ob ena-
kem času pri manjši koncentraciji seveda manjše. Slika 4.10 prikazuje rezultate teh
simulacij. Po 103 iteracij še ne nastane noben pravi agregat, ampak se delci počasi
povezujejo v pare. Po 104 iteracijah nastane prvi pravi agregat, ki šteje malo manj
kot polovico delcev. Po 105 iteracijah pa že imamo agregat s 46 delci. Za čas ko so
praktično že vsi delci agregirani, bomo vzeli čas 105 iteracij, kar ustreza realnemu
času 0.625 ns. Pri enkrat večjem številu delcev je torej agregacija za faktor 1.6
hitrejša, oz. časa se razlikujeta za 37.6 %
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Slika 4.10: Analiza agregacije pri petdesetih, 1 nm velikih delcih z medsebojno hidrofobno
interakcijo z razmerjem ϵ/kbT=5, po 103, 104 in 105 iteracijah od leve proti desni. Na slikah
zgoraj so delci v agregatu obarvani z isto barvo. Histogrami spodaj prikazujejo porazdelitev
agregatov. Na x osi je podana velikost agregata v enoti delca.
Agregacija delcev velikosti 10nm
Slika 4.11 prikazuje rezultate simulacij za sistem 100 delcev velikosti 10 nm med ka-
terimi deluje hidrofobna interakcija. Zgoraj določenemu potencialu pri tem ustreza
skalirni faktor f = 10, ki ohrani efektivni doseg interakcije na 1 nm. Pri analizi agre-
gatov smo za mejno vrednost med dvema agregiranima delcema upoštevali, da je
dc = enak eni mrežni razdalji. Simulacijski parametri so ostali enaki kot v prejšnjem
primeru. Razmerje med simulacijsko velikostjo delcev in termičnim šumom je torej
ostalo enako. Zmanjšali pa smo samo doseg interakcije med delci. To ne ustreza po-
polnoma realnemu sistemu, saj ima termična energija manjši vpliv na gibanje večjih
delcev, kot na gibanje manjših delcev. Zaradi počasnješega gibanja večjih delcev
iz tega posledično sledi tudi daljši čas potreben za agregacijo. Ker le tega faktorja
v naših simulacijah nismo upoštevali, pričakujemo, da se število časovnih korakov
potrebnih za nastanek enega velikega agregata ne bo občutno povečeval ali sploh z
večanjem faktorja f . Slednje že potrjuje primerjava rezultatov sistema stotih 1 nm
velikih delcev na Sliki 4.9 s sistemom stotih 10 nm delcev na Sliki 4.11. S Slike 4.11
vidimo, da po 103 iteracijah nastane le en pravi agregat velikosti 39 delcev, prav
tako kot je pri 1 nm delcih po 103 iteracijah že bilo moč opaziti agregat velikosti 40
delcev. Pri majhnem številu iteracij je torej moč opaziti učinek različnega dosega
interakcije. Pri 104 iteracijah vidimo, da že nastanejo po trije agregati, ki štejejo
20 do 30 delcev in štirje agregati po 10 delcev. Pri 1 nm delcih so bili rezultati
podobni. Po 105 iteracijah pa opazimo v obeh sistemih enak rezultat. V sistemu 10
nm delcev, so vsi delci namreč že agregirani v enem samem velikem agregatu. To
je praktično enako kot pri 1 nm delcih, kjer so bili že vsi agregirani. Če pogledamo
bolj podrobno v simulacijo, vidimo, da je popoln agregat vseh delcev nastal že po
57600 iteracijah. Po enačbi 3.3 lahko torej ocenimo, da je čas popolne agregacije
enak 36 ns.
Slika 4.12 prikazuje sistem 50 prav tako 10 nm velikih delcev. V tem sistemu
po 103 iteracijah še ne pride do prave agregacije. Največja skupka namreč štejeta
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Slika 4.11: Analiza agregacije pri stotih 10 nm velikih delcih z medsebojno hidrofobno
interakcijo z razmerjem ϵ/kbT=5, po 103, 104 in 105 iteracijah od leve proti desni. Na
slikah zgoraj so delci v agregatu obarvani z isto barvo. Histogrami spodaj prikazujejo
porazdelitev agregatov. Na x osi je podana velikost agregata v enoti delca.
le 7 delcev. Zaradi manjše številske gostote delci potrebujejo več časa za srečanje.
V primerjavi istega sistema 1 nm delcev s Slike 4.10 vidimo, da so rezultati med
sistemoma spet primerljivi. Po 104 iteracijah nastane en agregat velikosti 21 in en
velikosti 11 delcev. Za razliko nastane pri 1 nm delcih nekoliko večji agregat 23
delcev in prav tako en manjši velikosti 12, vendar to so praktično precej podobni
rezultati. Po 105 iteracijah pa so že vsi delci zbrani v enem samem velikem agregatu.
Slika 4.12: Analiza agregacije pri petdesetih 10 nm velikih delcih z medsebojno hidrofobno
interakcijo z razmerjem ϵ/kbT=5, po 103, 104 in 105 iteracijah od leve proti desni. Na slikah
zgoraj so delci v agregatu obarvani z isto barvo. Histogrami spodaj prikazujejo porazdelitev
agregatov. Na x osi je podana velikost agregata v enoti delca.
S podrobnejšo analizo vmesnih stanj procesa ugotovimo, da so delci zbrani v enem
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samem agregatu po 99400 iteracijah, kar v realnem času znese 62.1 ns. Že prej pa
pride po 85800 iteracijah do nastanka dveh velikih agregatov, ki štejeta 21 in 29
delcev in potrebujeta še približno 9 ns, da prideta eden do drugega.
Agregacija delcev velikosti 100nm
Naslednja stopnja je analiza sistemov z delci velikosti 100nm. Kot dosedaj ponovno
ne spreminjamo simulacijskih parametrov, le doseg hidrofobnega potenciala zmanj-
šamo s skalirnim faktorjem f = 100. Slika 4.13 prikazuje rezultate teh simulacij po
103, 104 in 105 iteracijah za sistem stotih delcev. Kot lahko vidimo iz Slike 4.13
Slika 4.13: Analiza agregacije pri stotih 100 nm velikih delcih z medsebojno hidrofobno
interakcijo z razmerjem ϵ/kbT=5, po 103, 104 in 105 iteracijah od leve proti desni. Na
slikah zgoraj so delci v agregatu obarvani z isto barvo. Histogrami spodaj prikazujejo
porazdelitev agregatov. Na x osi je podana velikost agregata v enoti delca.
po 103 iteracijah nastaneta že dva relativno velika delca velika 26 in 22 delcev. Po
104 iteracijah opazimo 3 okoli 20 do 25 delcev velike agregate, medtem ko po 105
iteracijah dobimo en sam agregat v katerem so vsi delci. Lahko vidimo, da so rezul-
tati praktično enaki ali pa zelo podobni sistemom s skalirnim faktorjem potenciala
f = 1 in f = 10. Ker je doseg potenciala pri skalirnih faktorjih večjih od 10 že zelo
majhen glede na delec, je edini razlog za (naključno) približevanje delcev termični
šum. Vloga močnega hidrofobnega potenciala je nato le, da delce zadrži eden poleg
drugega v tesnem agregatu. Do enega samega agregata pride še pred stotisočo itera-
cijo in sicer pri 52300 iteracijah. To ustreza času 3.27µs. Takrat namreč že nastane
agregat, ki vsebuje 99 delcev. Zatem pa je potrebno še nekaj časa da naključni
termični šum privede preostali delec v bližino nastalega agregata. Gibanje velikega
agregata je namreč praktično zanemarljivo.
Pri enakem potencialu in simulacijskih pogojih Slika 4.14 prikazuje rezultate
simulacij še v sistemu s petdesetimi delci. Po 103 iteracijah te simulacije pride do
tvorbe dveh majhnih skupkov, ki štejeta 5 in 9 delcev, medtem ko so ostali praktično
neagregirani. Ko povečamo število iteracij za 10-krat že nastane en relativno velik
agregat 19 delcev, ki torej vsebuje malo manj kot 40% vseh delcev sistema. Iz Slike
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4.14 je možno še razbrati, da po 105 iteracijah obstaja le še en agregat, ki vsebuje vse
delce. Do popolne agregacije pa v bistvu pride že prej, in sicer že pri 44400 iteracijah.
V realnem času znese to 2.775µs. Ta rezultat je kar malce presenetljiv, saj pravi, da
je v sistemu s 50 delci prišlo do popolne agregacije hitreje, kot pa v sistemu s stotimi
delci. Ta rezultat je presentljiv predvsem zaradi tega, ker smo v prejšnjih simulacijah
Slika 4.14: Analiza agregacije pri petdesetih 100 nm velikih delcih z medsebojno hidro-
fobno interakcijo z razmerjem ϵ/kbT=5, po 103, 104 in 105 iteracijah od leve proti desni.
Na slikah zgoraj so delci v agregatu obarvani z isto barvo. Histogrami spodaj prikazujejo
porazdelitev agregatov. Na x osi je podana velikost agregata v enoti delca.
dobili ravno nasprotno sliko, kjer je bila agregacija pri večji številski gostoti zmeraj
hitrejša. Odgovor se najbrž skriva le v naključnosti termičnega šuma, ki omogoča
premikanje delcev. V sistemu s stotimi delci sta namreč že od 40800 obstajala samo
dva velika agregata z 85 in 15 delci, ki pa sta pa bila relativno daleč narazen in sta
potrebovala nekaj časa da sta se približala eden drugemu. Pri sistemu s 50 delci se
je dogajalo nekaj podobnega, vendar sta se tam najprej tvorila agregata velika 42
in 8 delcev. Ob tem je bilo premikanje agregata z 8 delci ob istem termičnem šumu
seveda hitrejše od tega s 15 delci in zato je tam hitreje prišlo do tvorbe agregata.
Agregacija delcev velikosti 1000nm
Slika 4.15 in Slika 4.16 prikazujeta rezultate simulacij sistema 100 in 50 1µm velikih
delcev pri istih simulacijskih pogojih kot prej. Kot lahko vidimo iz slik dobimo
po 103 iteracijah v številsko gostejšem sistemu že zelo velik agregat, ki šteje 63
delcev. Za razliko od sistema s 50 delci po tolikšnih itracijah nastanek skupek 6
delcev, kar je le 12% delež. V sistemu s stotimi delci se po desetkratniku iteracij
že vzpostavi ravnotežje z velikim agregatom, ki šteje 86 delcev, medtem ko sta v
redkejšem sistemu prisotna dva majhna agregata s 13 in 15 delci.
Po 104 iteracijah pride v sistemu s 100 delci že do tvorbe enega zelo velikega
agregata, ki šteje več kot 80 delcev in treh manjših velikih 3 do 5 delcev. Pri 50
delcih obstajata po tem času dva malce večja skupka iz 12 in 15 delcev in kar precej
manjših. V gostejšem sistemu do tvorbe končnega agregata pri 54900 iteracijah,
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Slika 4.15: Analiza agregacije pri stotih 1µm velikih delcih z medsebojno hidrofobno
interakcijo z razmerjem ϵ/kbT=5, po 103, 104 in 105 iteracijah od leve proti desni. Na
slikah zgoraj so delci v agregatu obarvani z isto barvo. Histogrami spodaj prikazujejo
porazdelitev agregatov. Na x osi je podana velikost agregata v enoti delca.
medtem ko pri redkejšem po 49700 iteracijah. To ustreza realnemu času 0.343 ms
oz. 0.311 ms.
Slika 4.16: Analiza agregacije pri petdesetih 1µm velikih delcih z medsebojno hidrofobno
interakcijo z razmerjem ϵ/kbT=5, po 103, 104 in 105 iteracijah od leve proti desni. Na
slikah zgoraj so delci v agregatu obarvani z isto barvo. Histogrami spodaj prikazujejo
porazdelitev agregatov. Na x osi je podana velikost agregata v enoti delca.
V primeru da še naprej zvišujemo skalirni faktor f in tako simuliramo agregacijo
še med večjimi delci lahko najverjetneje pričakujemo podobne rezultate, kot smo jih
dobili do sedaj, saj v vseh teh primerih interakcija ne vpliva na samo približevanje
delcev, temveč le vpliva na to, da ko delca enkrat prideta na zadostno majhno




V magistrski nalogi smo obravnavali agregacijo efektivnih koloidov-kot modelskega
sistema za proteine-z uporabo CFD (Computional fluid dynamics) simulacij na
osnovi odprte programske opreme KAPSEL. Cilj je bil proučevanje procesa agrega-
cije bioloških makromolekul oz. proteinov pri različnih pogojih in različnih medse-
bojnih interakcijskih potencialih. Metodološko smo zato osnovnemu programskemu
kompletu KAPSEL dodali možnost poljubne izbire interakcijskega potenciala med
delci in razvili algoritme za izračun številske porazdelitve agregatov po njihovi veli-
kosti (v enoti delcev) ter vizualno predstavitev dobljenih rezultatov simulacije.
Z novim vzpostaljenim simulacijskim sistemom smo raziskali obnašanje koloi-
dnih sistemov pri različnih oblikah in jakostih parskih interakcij ter številiski go-
stoti sistemov. V prvem delu smo obravnavali agregacijo majhnih kroglastih delcev,
med katerimi deluje van der Waalsova privlačnostna interakcija z uporabo Lennard-
Jonesovega potenciala, pri različnih razmerjih moči interakcije in termičnega šuma
ϵ/kbT . Ugotovili smo, da je že razmerje okvirno 2 v korist interakcije zadostno, da
pride do popolne agregacije vseh delcev v sistemih. V gostejših sistemih je ta proces
sicer hitrejši kot v redkejših sistemih in sicer opazimo, da v sistemih s 100 delci
pride do nastanka enega popolnega agregata že po tipično 7× 104 časovnih korakih,
medtem ko pri 50 delcih (za faktor 2 redkejši sistem) so po 105 časovnih korakih vsi
delci agregirani v 3 do 4-ih manjših agregatih. Ocenimo lahko da je v za faktor 2
gostejšem sistemu proces tipično 1.35 krat hitrejši. Po drugi strani smo ugotovoli,
da če je razmerje med interakcijskim potencialom in termično energijo enako 1 ne
pride do stabilne agregacije delcev, temveč se delci nenehno združujejo in ponovno
razdružujejo. S tem lahko zaključimo, da pri razmerju 2 med jakostjo interakcije
in termičnim šumom dobimo že stabilen agregacijski proces. Nadalje smo prouče-
vali proces agregacije okroglih delcev pod vplivom dolgosežnega t.i. Hamakerjevega
potenciala (ki podaja potencial med dvema kroglama sestavljenima iz manjših mo-
lekul z intermolekularno van der Waalsovo silo) oblike 1/r, pri različnem razmerju
moči interakcije in termičnega šuma za ϵ/kbT > 2 ter pri različni gostoti delcev.
V okviru modela, zaradi daljnosežnosti potenciala, proces agregacije ni bil hitrejši
od procesa pri Lennard-Jonesovem potencialu, prav tako pa je bil malo neodziven
na spreminjanje razmerja ϵ/kbT in od gostote delcev v sistemu. Ob proučevanju
procesa agregacije pod vplivom hidrofobne parske interakcije z obliko exp−r/d in
karakteristično dolžino d = 1nm za delce velikosti od 10 nm do1000 nm smo ugo-
tovili, da sta bila kinetika in dinamika procesa v grobem okviru modela neodvisni
od velikosti delcev in smo za zadostno razmerje med močjo interakcije in termičnim
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šumom ϵ/kbT > 2 zmeraj dobili stabilen agregacijski proces, ki je bil tudi znotraj
statistične napake časovno enak za vse testirane procese.
V sklepu lahko ugotovimo, da kinetika in dinamika agregacije koloidnih delcev
nista močno odvisni od parskega interakcijskega potenciala in jakosti interakcije, če
je le razmerje med interakcijo in termičnim šumom dovolj veliko (v našem primeru
2). Prav tako pa pri podobno gostih sistemih, kjer pride do relativno hitrega Bro-
wnovega gibanja delcev za izbran model gostota delcev ne vpliva na hitrost koloidne
agregacije. Na podlagi tega lahko sklepamo, da igra v časovnem sledenju procesa
agregacije koloidnih delcev najpomembnejšo vlogo Brownovo oz. termično gibanje
(seveda v primerjavi z jakostjo potenciala), ki naključno pripelje posamezni delec v
neposredno bližino drugega delca, privlačen interakcijski potencial pa jih nato za-
drži skupaj. Ta ugotovitev je lahko pomembna za načrtovalce stabilnosti določenih
proteinski raztopin v farmacevtski industriji. Podatek o jakosti intermolekularne
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6.1 Vpeljava hidrofobnega potenciala in primerjava
z Lennard-Jonesovim potencialom
Za opis agregacije sistemov, v katerih se v obliki vodnih suspenzij nahajajo nahajajo
dolgoverižne molekule, kot so različni polimeri in proteini pride v ospredje ena druga
vrsta interakcije. In sicer hidrofobna interakcija. Za razliko od van der Waalsove
interakcije le ta ne pride do izraza pri majhnih polarnih molekulah, temveč deluje
predvsem, med dolgimi nepolarnimi molekulami, ki si močno želijo znižati svojo
stično površino z vodo in s tem preiti v termodinamsko precej ugodnješe stanje.
Za hidrofobno interakcijo med dvema hidrofobnima površinama deluje eksperimen-
talno določena hidrofobna interakcija, ki je močna in dolgega dosega. Njen doseg
λ0 namreč znaša 1-2 nm in moč potenciala pada eksponentno z razdaljo v obliki
normirani na velikost stične površine kot
W = −2γie−D/λ0 , (6.1)
kjer je tipično γi=10-50 mJ/m2, D pa je razdalja med površinama delcev. V pri-
merjavi z Van der Waalsovo interakcijo, ki deluje na molekulah velikosti 0.1 nm in
katere doseg znaša 1.377σ, je torej doseg hidrofobne interakcije 10-krat večji [38].
Se pa ob tem moramo zavedati, da je doseg hidrofobne interakcije neodvisen od
velikosti delcev oz. njihove površine. Površina hidrofobnih delcev prispeva samo
k moči interakcije. Za ocenitev moči hidrofobne interakcije si oglejmo kakšna je
velikost potenciala med dvema kroglastima delcema premera 20 nm. Velikost stične
površine med delcema je enaka polovici krogle, kar znaša A = 2πR2. Če za γi v
enačbi 6.1 izberemo 10 mJ/m2, potem predfaktor potenciala znese -4π ∗ 10−12J. Če
sedaj to primerjamo s termičnim šumom, ki pri sobni temperaturi T = 25◦C znaša
4.11*10−21 J, potem vidimo, da je hidrofobna interakcija kar za 9 velikostnih redov
večja. V praksi to pomeni, da ko hidrofobna delca oz. površini pride na razdaljo
1-2 nm, se bosta v vsakem primeru zlepila. Na daljših medsebojnih razdaljah pa
privlaka praktično ne čutita.
Za nadaljno analizo je prikladno zgornji potencial 6.1 prepisati v obliko, v kateri
vpeljemo kot parameter razdaljo med središčema kroglastih delcev namesto razdalje
med stičnima površinama. Ker velja D = r2 − r1 − σ, pri čemer je σ premer delcev,









Če bi torej opazovali delce velikosti 1 nm, bi bil člen σ/λ enak 1 in tako lahko
primerjamo med sabo dosege Lennard-Jonesovega, Hamakerjevega in potenciala hi-
drofobne interakcije na Sliki 6.1. Ob tem tako kot pri Hamakerjevem potencialu
tudi eksponentni interakciji zaenkrat dodamo še odbojni del (1/r)12.
Slika 6.1: Primerjava Lennard-Jonesovega potenciala s potencama 12 in 6 s Hamaker-
jevim potencialom 1/r in hidrofobno interakcijo −e−(
r
σ
−1) + (σ/r)12. Z modro barvo




−1). Pri istem predfaktorju sta minimum in doseg Lennard-Jonesovega potencila
precej manjša. Preostala dva potenciala imata praktično enako globok minimun, vendar
pa je doseg hidrofobne interakcije manjši.
Kot pričakovano je doseg Lennard-Jonesovega potenciala najkrajši, sledi mu hi-
drofobna interakcija, najdaljši doseg pa ima Hamakerjev potencial. Zaradi precej
daljšega dosega napram van der Waalsovi interakciji, se v literaturi za hidrofobno
interakcijo uporablja tudi izraz interakcija dolgega dosega [38]. Ob tem je moč opa-
ziti, da je minimum pri Lennard-Jonesovem potencialu pri istem predfaktorju, kar
za faktor 3.5 manjši od ostalih dveh. Oblika eksponentne funkcije 6.2, ki ji dodamo
odbojni potencial (σ/r)n pa ni najbolj primerna za nadaljno uporabo pri skaliranju
potenciala. Potencialu namreč želimo dodati tak odbojni del, ki se bo ob skaliranju
privlačnega dela tudi sam avtomatično skaliral. Za lažjo obravnavo podobno kot v
primeru Hamakarjevega potenciala, tudi tu vpeljemo skalirni faktor f = σ/λ0. Le
ta nam avtomatično ohranja realni doseg interakcije in le spreminja relativni doseg
pri skaliranju na večje sisteme. Če namreč npr. obravnavamo hidrofobne delce veli-
kosti sigma =10nm, bo pri njih realni doseg hidrofobne interakcije še zmeraj znašal
1nm. V enačbi nam to zagotavlja skalirni faktor f , ki bo v tem primeru znašal 10.
Pri dodatku odbojnega potenciala moramo torej upoštevati, da bo tudi skalirnost
le tega dela zagotovljena.
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6.1. Vpeljava hidrofobnega potenciala in primerjava z
Lennard-Jonesovim potencialom
Ob dodatku odbojnega dela bomo seveda dobili potencial, ki vsebuje minimum.
Če torej želimo doseči skalirnost potenciala, moramo v prvi vrsti zagotoviti skalir-
nost minimuma. To pomeni, da išcemo takšen potencial, ki nam bo dal x položaj
minimuma oblike:




kjer je C neka konstanta, f pa prej definirani skalirni faktor. Ker je že sam privlačni
potencial eksponente oblike se zdi smiselno poskusiti tudi z odbojnim potencialom
eksponentne oblike. Poskusimo torej s skupnim potencialom oblike:
W = 2γi(Ae
−kf( r




kjer sta A in k pozitivni in zadostno veliki poljubni konstanti, γi in σ pa že od prej
znani količini. Če izračunamo minimum tega potenciala, dobimo:




Kot vidimo prej zapisani potencial zadostuje pogoju o skalirnosti minimuma. Na-
slednje vprašanje, ki se nam pojavi je kako izbrati konstante A in k. Količina
A mora biti zadostno velika, da preglasi negativni eksponentni potencial v bližini
x = r/σ = 1, k pa prav tako zadosti velik, da za x > 1 odbojni potencial zadosti
hitro pade na 0. Če bi želeli doseči idealen potencial trde sredice, ki za x > 1 prav
nič ne moti eksponentnega potenciala, bi morali zadostiti pogoju A → ∞, k → ∞.
Kot prikazuje Slika 6.2 izbira konstant A = 100 in k = 100 odbojnega potenciala,
zelo malo vpliva na eksponentno privlačno interakcijo. Prav tako je to še vedno res,
tudi če bi izbrali k = 30. Odbojni potencial namreč tudi pri tem k-ju že na razdalji
1.3σ popolnoma izgubi vpliv na privlačni potencial.
Slika 6.2: Potencial hidrofobne interakcije oblike W = 2γi(Ae−kf(
r




različnih konstantah k. Pri vseh grafih na sliki sta A = 100 f = 1, potenciali s k =
30, 50, 100, pa so predstavljeni z rjavo, vijolično in modro barvo.
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Poglavje 6. Dodatek
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